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TeZzke kovine, kot so na primer bakrove in kasre spojine, ki zaidejo v vodni
sistem, so strupene za vodne organizme ter zmanj&apkovitost bioloskih
Cistilnih naprav. Raziskali smo moznost, da bi kiofilier ali absorbent uporabili z
glivami preragen les. S presejalnim testom smo na hranilnem qojdola:ali
vpliv kositrovih spojin na rast pisane ploskoceReametes versicolor), ogliene
kroglice Hypoxylon fragiforme), bukovega ostrigarjaP{eurotus ostreatus), bele
hiSne gobe Antrodia vaillantii) ter navadne tramovkeG(oeophyllum trabeum).
Zaradi visoke fungicidnosti in nedostopnosti amahztehnik smo nadaljnji test
biofiltracije opravili le z bakrovimi raztopinami.ako smo doldili vpliv glivnega
razkroja na absorpcijo bakroviltiokovin na delno razkrojeni les, ter osvetlili wpli
¢asa namakanja in koncentracije bakrowimkovin na absorpcijo le-teh v okuzeno
in neokuzeno lesno maso. Za substrat smo uporaf@$anico bukovega in
smrekovega lesa ter pSémih otrobov ter ga inokulirali z ogljeno kroglica belo
hiSno gobo; uporabili pa smo tudi plesniv subst&atbstrat smo prelili z vodnimi
raztopinami z raztnimi koncentracijami bakra (0 ppm, 5 ppm, 10 pp®,ppm,
50 ppm in 100 ppm) ter ga pustili namakati r&m dolgo (5 min, 15 min in 45 min
ter 7 dni in 14 dni). Pri 7 dnevnem in 14 dnevneamakanju smo izvedli preizkus
Se s posuSenim substratom. Kwmlo absorbiranega bakra v substratu ter preostanek
bakra v vodi smo nato izmerili z rentgensko fluom®no analizo (XRF).
Ugotovili smo, da je kontrolni substrat absorbirdjve: bakrovih winkovin.
Presenetil pa je plesniv substrat, ki se je pasdaljnamakanju izkazal kot najbolj
ucinkovit. NajslabSe se je odrezal z belo hisSno gotewageni substrat.
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AB  Heavy metals, like copper and tin compounds tmitnto water system, are toxic
to aquatic organisms and often reduce the effigieoc wastewater treatment
plants. Application possibility of fungi infestedoad used as a biofilter was
researched. By screening test of the nutrient midiaeffect of tin compounds on
the growth ofTrametes versicolor, Hypoxylon fragiforme, Pleurotus ostreatus,
Antrodia vaillantii and Gloeophyllum trabeum was determined. Due to the
unavailability of analytical techniques and highndicidal efficacy, further
biofiltration studies were performed with coppedusion only. The impact of
fungal infestation on the absorption of copper egrided wood was elucidated.
Furthermore, influence of soaking time and coppencentrations on the
absorption of these substances in colonized anetalmmized wood substrates was
determined as well. As substrate the mixture ofcheagnd spruce wood, wheat
bran, inoculated withHypoxylon fragiforme, Antrodia vaillantii and mould.
Substrate, was poured in water solutions wahous concentrations of copper
(O ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm, 50 ppm and 100 p@amJ, let to soak for
different periods (5 min, 15 min and 45 min, 7 daysl 14 days). 7 day- and 14
day lasting experiments were carried out with dsetistrate as well. The amount
of absorbed copper in the substrate and the rech&nean the water was measured
by X-ray fluorescence analysis (XRF). The resulisvged that the control substrate
absorbed more copper than infested ones. Howeveldymsubstrate after
prolonged soaking proved to be most effective. THast effective was substrate
colonized byAntrodia vaillantii.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Tv Pisana ploskocevkdiametes versicolor)
Hf Ogljena kroglica Klypoxylon fragiforme)
Plos Bukov ostrigar Pleurotus ostreatus)

Pv, Bela hiSna gobaAgtrodia vaillantii)

Gty Navadna tramovka3] oeophyllum trabeum)
k Kontrola

p Plesen

PDA krompirjev glukozni agar, hranilno gajes
TBTO tributilkositrov oksid (GsHs40Smn)

XRF rentgenski fluoresceéni spektrometer
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1 uvoD
1.1 OBRAZLOZITEV PROBLEMA

Druzba secedalje bolj zaveda onesnazenosti naSega planeathleRr ni samo sprotno
onesnazevanja, ampak tudi podedovane posledices tevkumazane industrije nasih
prednikov, ki je dolga leta nenadzorovano onesrelaevase okolje. Sedaj pa bi Zeleli to
napako, ki je bila posledica neznanja, ignorancedepavedanja, popraviti. Organiziramo
razne cistiine akcije, nenehno se izobrazujemo tetemso reSitve kako zmanjSati
onesnazevanje. Poznamo z¢ weoznosti, nekatere so tudi uzakonjene. Na prinfterr Za
prasne delce, Zveplove spojine, hlapne organskgnspo, so Ze obvezni za tovarne,
katerih emisije so 3kodljivi za okolje. Se poselmoaornost posw@mo tezkim kovinam.
Veliko tezkih kovin se je Ze vezalo v prst, kar dkoaravi. Dobro znano je, da nekatere
drevesne vrste in glive uspesSno vezejo &ahe tezke kovine in jih s tem izlajo iz prsti.
Kriti cna obmdja Ze pogozdujejo, izvaja pa se tudi bioremediacijgivami.

Kljub Stevilnim varnostnim ukrepom v industriji paja do namernih in ne namernih
emisij onesnazeval. Okolje Se posebej ogrozajoetddivine. Tezke kovine, ki zaidejo v
vodni sistem so strupene tako za vodne organizogggio pa zmanjSajo tudtinkovitost
bioloskih¢istilnih naprav. To velja Se posebej za bakrovkasitrove spojine.

V diplomski nalogi smo se spopadli s problemom alhifa industrijskih vod, ki vsebujejo
tezke kovine. Te tezke kovine lahko &ijo kulturo organizmov v bioloskikgistilnih
napravah, zato jih moramo préstiino napravo nujno odstraniti iz tekoe. Ugotavljali
smo ali bi lahko za filtracijo onesnazene vode apdr biofilter, ki bo vseboval glive na
lesnem substratu.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Pricakujemo, da bo les, ki je bil razkrojen z glivarahsorbiral vé tezkih kovin kot
kontrolni, glivam neizpostavljen les. Pakujemo, da bo sasom in koncentracijo
naragala tudi absorpcija tezkih kovin v les.

1.3 CILJ DIPLOMSKE NALOGE

Cilji diplomske naloge so doddi vpliv kositrovih in bakrovih spojin na rast igmih gliv,
dolciti vpliv glivnega razkroja na absorpcijo bakrowilinkovin na delno razkrojen les,
ter osvetliti vplivéasa namakanja in koncentracije bakrowimkovin na absorpcijo le teh
v okuzeno in neokuzeno lesno maso.
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2 PREGLED LITERATURE
2.1  OKOLJEVARSTVENI TRENDI NA PODRGJU LESARSTVA

Na podr@ju zagite lesa se je v zadnjih dvajsetih letih zgodil@ sprememb kot prej v
dvestotih letih. Eden glavnih vzrokov za spremend®koljska ozavegnost (Humar,
2004). Prepovedali so veliko biocidov, ki zelo aam okolje in ljudi. Podrge zagite
lesa je regulirano s Stevilnimi evropskimi smermcan direktivami, kot je na primer
direktiva o biocidih (Biocidal Products DirectivéBPD 98/8/EC). Po letu 2006 je na trgu
dostopnih precej manj aktivnittimkovin, kot jih je bilo prej, Stevilo se pa Se zmtwuje.

V svetu se velika skrb postee tudi odsluzenemu z&tenemu lesu ter industrijskim
emisijam v zrak in v vodo. Ena najjé tezav, povezanih z z&tenim lesom, je
vprasanje, kaj storiti z njim po koncu uporabe.dslazenem z&tenem lesu je celo po 50
letih uporabe ostala ¥ma biocidov (Humar in Pohleven, 2004). Odsluzeregagiten les

je z direktivo o seziganju odpadkov (Incineratioh \Waste Directive 2000/76/EC)
prepovedano prosto sezigati, saj pogosto vsebekei kolEine tezkih kovin, arzena,
kloriranih ogljikovodikov in/ali policiklenih ogljikovodikov. Najvé se ga odlaga na
deponijah, ki pa imajo omejeno kapaciteto. Polegatso se EU drzave v direktivi o
odlaganju odpadkov (Landfield Directive 1999/31/BEZavezale, da bodo omejile
odlaganje biorazgradljivih odpadkov, Se posebe,|l&ger prihaja do anaerobnega razkroja
polioz in tvorbe toplogrednega plina - metana. Edaesitev je tudi uporaba odpadlega
zagitenega lesa za izdelavo lesnih kompozitov, veneasnesnazeval v odpadnem lesu
viSja od predpisane, saj se emisije biocidov ia leistveno pov&jo, ¢e les zdrobimo ali
razzagamo na manjSe kose (Humar in Pohleven, 2Q&Fpadi strozjih predpisov in
energetsko izrabiti. V Sloveniji je trenutno poleyoza edina mozna reSitev odlaganje
odpadnega lesa na deponije. To pograireja Pravilnik o odlaganju odpadkov (2000).

Glede na vrsto nevarnih snovi lahko emisije v vodRkolje razdelimo na dve skupini. V
prvo skupino je uvi&nih 17 snovi, ki so v vodnem okolju posebej negamso na t.i.
seznamu |. Med te snovi se waf dve tezki kovini (zivo srebro in kadmij ter ngu
spojine) in 15 Kloriranih ogljikovodikov, in sice8 pesticidov (heksaklorocikloheksan,
DDT, pentaklorofenol, aldrin, dieldrin, endrin, thin in heksaklorobenzen) in 7 kloriranih
topil  (ogljikov tetraklorid, heksaklorobutadien, iklorometan, 1,2-dikloroetan,
trikloroetilen, tetrakloroetilen in triklorobenzen¥a te snovi so na ravni EU doémi
enotni emisijski standardi ter standardi kakovastipovrSinske vode, sedimente in Zive
organizme. V drugi skupini snovi (na t.i. seznajnsth uvrgene snovi, ki so same po sebi
manj nevarne, vendar lahko imajo v vodnem okolgvpako Skodljive posledice odvisno
od zndilnosti in lokacije vodotoka, v katerega se te sramlvajajo. Zaradi tega zanje niso
doloceni enotni standardi na evropski ravni, tethweora emisijske standarde in okoljske
standarde kakovosti dalid posamezna drzava. V to skupino se ta&j8 pravzaprav vse
nevarne snovi, za katere posamezna drZzava ugatavge odvajajo v vodno okolje na
njenem ozemlju iz &kovnih ali razprSenih virov in bi zato lahko powzite onesnazenje.
Med te snovi se uvégajo predvsem Stevilne kovine in nekovine ter njia®pojine (cink,
baker, nikelj, krom, svinec, selen, arzen, antimmolibden, kositer, titan, barij, berilij,
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bor, uran, vanadij, kobalt, talij, telur, srebrséevilni biocidi, fosfor in njegove anorganske
spojine, cianidi, fluoridi, amonijev dusik, nitritdusSik... (Nevarne snovi, 2010).

Velik problem je tudi izpiranje bakrovih zagih sredstev iz z&#enega lesa, ki je v stiku
z morsko vodo, saj je baker Se posebej Skodljimaeske organizme. V zelji, da bi resili ta
problem in naSli zamenjavo za baker in kromove, qmiteka veliko raziskav. Bakrovi
pripravki se bodo v Evropi in Severni Ameriki upbljali, dokler ne bomo razvili okoljsko
primernejSih in cenovno sprejemljivejSih nadomegtko nerazvitih drzavah sveta bakrovi
zagitni pripravki Se dolgo ne bodo imeli ustrezne adtgive. Danes se v zal lesa
uveljavlja kombinacija raztnih materialov in postopkov. Uporabo le-teh pa poggo
ekonomske in okoljske zahteve. Ena od alternatigekze uporablja, je z&ta lesa brez
biocidov, kot je primer modifikacije lesa, zal paa v primerjavi s klaghimi pripravki, ta
oblika zasite Se relativno visoko ceno (Uhelj, 2006). Strogekregnacije 1 rhlesa znasa
priblizno 100 EUR. Poleg tega pa se spreminja tugliz zasitenim lesom. Nekdaj
najpomembnejSi proizvodi - ZelezniSki pragovi ineketo-komunikacijski drogovi,
predstavljajo sedaj manj kot 5 % celotne maseitzaega lesa. Naj¢g delez za8itenega
lesa se danes uporabi v prvem in drugem razredabedpreglednica 1), kjer les ogrozajo
le insekti. Ve&ina zagitenega lesa se danes uporabi v konstrukcijske nammeizdelke,
namenjene prostasnim aktivnostim (igrala, vrtno pohistvo, pergalg (Connell, 2004).
Les, uporabljen v te namene, ima bistveno viSjoagodvrednost, zato lahko cenovno
prenesejo tudi okolju prijaznejSe pripravke, kidsazji.

Preglednica 1: Evropski razredi uporabe lesa pwstalu SIST EN 335/1 (2006)

Razred | SploSne razmere na Opis vlaZnosti lesa zaradi Lesni Skodljivci
uporabe mestu uporabe izpostavljenosti navlaZzevanju
na mestu uporabe
1 znotraj, pod streho suh lesni insekii  ob prisstin@rmitov,
se ta razred ozaz 1T
2 znotraj ali pod streho ohsno vlazen kot zgoraj | ob prisotnosti termitov,
+ glive se ta razred oztaz 2T
3 3.1 na prostem, nad obcasno vlaZzen modrivke in ob prisotnosti termitoy,
zemljo, z ustrezno plesni se ta razred oziibs
konstrukcijsko zasto + glive 3.1T oziroma 3.2T
3.2 na prostem, nad pogosto vlazen razkrojevalke
zemljo, brez
konstrukcijske zaSte
4 4.1 na prostem, v stiku § pogosto ali stalno vlazen kot zgoraj | ob prisotnosti termitov,
tlemi in/ali sladko vodo + glive se ta razred ozubs
4.2 na prostem, v stiku s| stalno vlaZzen mehke 4.1T oziroma 4.2T
tlemi (ostri pogoji) in/ali trohnobe
sladko vodo
5 v stalnem stiku z morskq stalno vlazen glive A ladijske svedrovke,
vodo razkrojevalke| lesne mokrice
glive mehke | B kotv A
trohnobe + lesne mokrice,
morski lesni | tolerantne na kreozotnp
Skodljivci olje
CkotvB
+ pholade
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2.2  LESNE GLIVE IN NJIHOVA UPORABA V BIOTEHNOLOGJI

Biotehnologija je v zadnjih letih dosegla velik vag PrekaSa ga le razvoj informacijskih
tehnologij. S svojimi Stevilnimi moznostmi in visolprofitno stopnjo je biotehnologija Se
vedno ena najbolj perspektivnih panog. Uveljaviéaje Ze v Zivilski in farmacevtski
industriji. V zadnjem obdobju se je v Sloveniji véa tudi nekaj uspesnih biotehnoloSkih
podjetij (Raspor, 1996). Verjamemo, da biotehngéogiaje Stevilne priloZznosti tudi
lesarjem, ki smo jih zaenkrat Se premalo izkorisM tem stoletju bo veliko tezav
povezanih z odpadki, ki smo jih nakaitiv preteklem stoletju. Glive pa ponujajo oo
moznost, kako na eleganten in okolju prijazegimaesiti tudi to tezavo (Humar in
Pohleven, 2005b).

Veliko moznosti omog&ajo lesne glive za obdelavo in predelavo lesa. Wammene lahko
uporabimo tako glive razkrojevalke, kot tudi gliweodrivke ter plesni. Za vse je zilao,
da izlatajo nespecitine ekstracelularne encime, ki so v primerjavi zgdni encimi zelo
stabilni (Mai in sod., 2004). Ti encimi imajo Siradpekter uporabe, tako v papirni in
tekstilni industriji kot tudi v lesarstvu (Humar RPohleven, 2005b).

2.2.1 Biotehnoloski postopki obdelave lesa

Les ve&ine evropskih drevesnih vrst je neodporen protniles Skodljivcem. Zato ga
moramo za&titi po celothem prerezu enakomerno in tako @atienjegovo odpornost.
NajpomembnejSa anatomska dejavnika, ki zmanjSupepaegnabilnost lesa, sta otiljenje
in aspiracija pikenj. Pri iglavcih pa se med sudenjpikenjske membrane Se dodatno
zapolnijo z ekstraktivnimi snovmi, lipidi, voskijm®lami... Vse to oteZuje penetracijo
zagitnih sredstev v les (Richardson, 1993).

V preteklosti so to tezavo skusali reSiti s prepi@vo lesa: parjenjem, vrezovanjem lesa,
uporabo laserjev... (Richardson, 1993). Te metodeic izboljSale penetracijo biocidov
v les, vendar ne zagotavljajo popolno prepojitesal@o celothem prerezu, poleg tega pa
mocno spremenijo videz povrsine.

Biotehnologija je ponudila wereSitev, kako izboljSati penetracijo 2a8ih sredstev v les.
Ena izmed moznosti je uporaba Stevilnih mikroorgamav (Suolahti in Wallen, 1958).
Permeabilnost hlodovine iglavcev, ki je bila nekagsecev izpostavljena bakterijam, je
bistveno bolja. Bakterije so razgradile pektin epilskin membran. Zal pa, zaradi
dolgotrajne izpostavitve in zahtevne inokulacijbdelava z bakterijami ni nikoli zazivela
Vv praksi.

Poleg bakterij so tudi Stevilne plesni in glive makle sposobne prerasti beljavo, ne da bi
pri tem vplivale na mehanske lastnosti lesa. Nag®hkovite so se izkazale glive iz rodu
Trichoderma, Se posebél. viride in T. aureoviride. Z izlo¢anjem velike kokiine celulolaz,
pektinaz in amilaz lahko razgradijo depozite naepjkkih membranah oziroma pikenske
membrane. Po Stirih tednih izpostavitve hlodovietezim plesnim Trichoderma) se je
impregnabilnost beljave smrekovine izboljSala z& ¥ do 150 %. Zal pa te glive niso
poveale impregnabilnost jedrovine niti po Stirih meseapostavitve (Rosne in sod.,
1998).
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Messner in sodelavci (2002) so penetracijctitaid pripravkov v les skusali izboljSati z
izpostavitvijo glivam bele trohnobe, ki selektivrazkrajajo predvsem lignirDjchomitus
squlens in Phanerochaete chrysosporum). Ze po dveh tednih izpostavitve se je
impregnabilnost smrekovine bistveno izboljSala, amedke lastnosti lesa pa se niso opazno
poslabSale. Najwgo oviro predstavlja strokovna zahtevnost postopka dodatne
investicije, kar proizvodnja izdelkov z nizko dodawednostjo tezko prenese (Humar in
Pohleven, 2005b).

2.2.2 Biotehnoloski postopki zaSite lesa

Po poseku je hlodovina najbolj dovzetna za okuzbglizami, Se posebej z glivami
modrivkami. Z uporabo biocidov lahko uspeSno pré&pme razvoj modrivk na svezi
hlodovini, vendar je uporaba biocidov nezaZelergasebej v gozdu. Ideja biotehnoloske
zagite lesa po poseku je, da preventivno okuzimo lastagonistinimi mikokulturami, ki

ne obarvajo lesa. Ti organizmi z rastjo porabija l&hko dostopna hranila, poleg tega pa
izlo¢ajo Se Stevilne metabolne produkte ter mikotokskiegzmanjSajo verjetnost pojava
trohnenja. Najpogosteje se uporabljajo albino sgw modrivk (Ophiostoma sp.),
kvasovke Galactomyces geotrchum) ali bakterij (Graf, 2001). Najw¢a slabost tega kaa
zagite je, da je uporaba mutiranih sevov v naravnemoljokv skladu z evropsko
zakonodajo trenutno mino otezena. Drugi primer je biotehnoloSkac#ashlodovine pred
glivami razkrojevalkami. V tem primeru okuzimo les izolati, ki imajo ma&no
antagonistino delovanje, pa&eprav povzrdajo obarvanje. Najpogosteje se uporabljajo
plesni iz roduTrichoderma, ki Zal obarvajo les, zato se &meoma uporabljajo kot
biotehnoloSka z&#a lesa, kjer obarvanje ni még Na ta n&n prepre&imo okuzbo lesa z
glivami, po drugi strani pa te glive izboljSajo e#mcijo za8itnih pripravkov v les
(Brown, 2002). Zal je delo z glivami iz rodirichoderma zelo zahtevno, saj spore lahko
povzraiajo veliko zdravstvenih tezav: raka, dermatitisekaijo pljuc, tezave z dihanjem,
alergije... (Husman, 2004).

V biotehnologiji se i&jo tudi reSitve za zago lesnih izdelkov. Eden od problemov je
gradbeni les, ki je pogosto najbolj izpostavljenuid s sivo hiSno goboSérpula
lacrymans). Humphries s sodelavci (2002) je dokazal, da teekazolati Trichoderme
lahko prepreijo okuzbo lesa s hiSno gobo. Tudi ko je podgadbjehoderme odmrlo, so v
lesu Se vedno ostali metaboliti, ki zavirajo okuzbglivami razkrojevalkami. Delujejo
preventivno, gobe pa ne uijo, ¢e je ta ze prerasla les. Zal z bioloskimi postopéi
moremo zagotoviti popolne zate lesa. Vsekakor pa zata z antagonistnimi organizmi
podaljSa Zivljenjsko dobo lesnih izdelkov. Na trg@ pod komercialnim imenom
BINABFYT Ze dostopna suspenzije spor in peletovria§lednjin gliv:T. polysporum, T.
harzianum in Scytalidium sp. Ta pripravek za$ti les le pred glivami rjave trohnobe, ne
prepre&i pa razvoja pisane ploskocevke émetes versicolor) (Bruce in sod., 1991).

Z drugim problemom pa se s@o v termitskih predelih ZDA in Francije, kjer sti@i
raziskovalci igejo primerne antagonistie glive, ki bi uspesno z&sle les pred napadom
termitov. Najbolj obetajéi sta entomopatogeni gliBeauveria bassiana in Metarhizium
anasopliae. Z glivami lahko okuzimo celotno kolonijo naenkradri cemer se pojavi
problem odkritja podzemne kolonije ter dejstvojelaa enem obniu lahko ve& kolonij.
ElegantnejSa je reSitev, da postavimo pasti in eRubsebki termitov postopno okuzijo
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celoten termitnjak. Glavna ovira pa je dobro ranlstambni mehanizem termitnjaka, ki v
hipu izlcgi inficirane osebke. Zato sporam dodajamo atraktaali pa v pasti nastavimo
tako nizko koncentracijo spor, da je termiti nadhw termitnjak ne zaznajo (Le Bayon in
sod., 2000).

2.2.3 Bioremediacija odsluzenega z&#tenega lesa

Vecina klastnih zagitnih sredstev za les je strupenih tudi po tem,jkazagiten les
umaknjen iz uporabe. Kurjenje ali prosto odlagdal&nega lesa ni dovoljeno, seZiganje v
za to namenjenih inceneratorjih pa je relativn@drd.esne glive in bakterije predstavljajo
okolju prijazno reSitev mikoremediacije oziroma Heimediacije. Za les, zé&éfen s
pripravki na osnovi bakra (CCA, CCB, CCF, Cu-amirakrov naftenat), uporabljamo
glive rjave trohnobe, za les, Z#én z organskimi pripravki (kreozotno olje, Lindaifi
PCP), pa glive bele trohnobe (Humar in Pohlevef320

Bioremediacija z glivami bele trohnobe ni ne hittane dovolj @inkovita, je pa temeljita
in nespeciftna, kar je izjemna prednost (Tavzes, 2003). Zadmpbioremediacijo so se
najbolje obnesli organizmi z nespeé&ifiim delovanje, kot so glive in bakterije, ki so jih
izolirali iz za&itenega lesa v uporabi. Z izpostavitvijo &@éSnega lesa tolerantnim
izolatom gliv dosezemo, da ti razgradijo les indile v lesu v okolju nenevarne produkte.
Vecina postopkov remediacije odpadnih ZelezniSkih gvgg dvostopenjskih. Zagen les
najprej izpostavimo bakterijam, nato pa Se gliventazgradijo preostale spojine (Messner
in Béhmer, 1998).

Uporaba pentaklorfenola (PCP) je véwe evropskih drzav Ze prepovedana, vendar je
trajnost lesa od 30 do 50 let. Zato bo v nasledigtih odsluzen, s PCP za&n les,
povzrail veliko tezav. Glive, ki so najboljdinkovite, so:Trichoderma viride, Coniophora
puteana in Trametes hirsuta (Mai in sod., 2004).

Najbolj vsestranski glivi, ki lahko razkrajata ze$orok spekter biocidov, st@rametes
versicolor in Pleurotus ostreatus (Lee in sod., 1992). V laboratoriju Delovne skupira
patologijo in za&ito lesa pa se je kot izrednotimkovita izkazala tudiHypoxylon
fragiforme (Pezdirc, 2005; Vidic, 2008).

Ker so anorganski biocidi nerazgradljivi, jih morauma lesa izpirati. Izpiranje omogono,

¢e odsluzen z&ten les izpostavimo glivnim izolatom, ki so toletai na bakrove
pripravke. Najvé tolerantnih gliv pripada rodAntrodia. Te glive izl@&ajo velike koltine
oksalne kisline, ki s kromom oziroma arzenom tvdobro topne oksalate in jih po
izpostavitvi izperemo iz lesa. Po drugi strani @atanejo tudi v vodi netopni kompleksi
bakrovega oksalatd’e Zelimo tudi te izprati iz lesa, moramo uporakddno raztopino
amoniaka. Po Stirih tednih izpostavitve odpadnegsa Iglivam, lahko iz lesa izperemo
okoli 97 % kromovih, 98 % arzenovih in 80 % baktowpojin (Humar in Pohleven
2005b).
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2.2.4 Biotehnoloski postopki predelave lesa

BiotehnoloSki postopki v lesarstvu pomenijo velikzziv. Biotehnologija je
visokotehnoloSka panoga, ki omda@goizdelavo izdelkov z viSjo dodano vrednostjo in
nadomestitev Stevilnih okoljsko spornih postopkeyrimernejsimi. Stevilne reSitve so $e
vedno uporabljene zgolj v laboratorijskem merilw @rugi strani pa jih je kar nekaj
primernih za preslikavo v ¥ merilo. Zal pa prenos v industrijsko merilo wiceni, zato
ga kapitalsko Sibka lesna industrija velikokrazneore (Humar in Pohleven, 2005b).

V oleseneli celini steni ima lignin podobno viogo kot lepilo priogtah. Lignin med seboj
povezuje celulozne mikrofibrile, podobno kot lepgdovezuje iveri oziroma lesna viakna.
V industriji ivernih plo§ so ze pred leti skuSali nadomestiti del fenola enol-
formaldehidnih lepilih z lignosulfonati (stranskrgalukti nastali v papirni industriji). V
tem sistemu je bil formaldehid Se vedno potrebe),je deloval kot vezntlen med
lignosulfonati in lesom. PremreZenje lahko dosezdow z radikalsko reakcijo, ki jo
sprozimo z oksidativnimi encimi lesnih gliv. lverpio&e, izdelane po opisani metodi, So
imele mehanske lastnosti primerljive z &jnimi plo&ami, nabrekanje in dimenzijska
stabilnost pa je bila, zaradi hidrofobnosti lignimgboljSana (Huttermann in sod., 2001).
Zaradi visokih razvojnih stroskov raziskave Se kaje (Mai in sod., 2004).

V Stevilnih Studijah so skuSali uporabiti lignin imEzlicnih tehnoloskih procesov
pridobivanja celuloze kot delno nadomestilo za femofenol-formaldehidnih lepilih.

TakSen lignin ima, zaradi nizke vsebnosti prostmaoinih skupin, nizko reaktivnost.
Lignin, ki ga pridobimo z lesnimi glivami rjave tiaobe, ima bistveno boljSe lastnosti. V
fenol-formaldehidnih lepilih so lahko s takSnimgrhinom nadomestili kar 35 % fenola.
Mehanske lastnosti takSnih ptoSso bile primerljive s plaami, zlepljenimi s

tradicionalnimi lepili (Mai in sod., 2004). Dodajanz glivami proizvedenega lignina v
lepila verjetno ne bo zazivelo v praksi, saj jeiprodnja takSnega lignina relativnho dolga.
Z glivami pridobljen lignin moramo tudi vedno okéterizirati in ustrezno prilagoditi

industrijski postopek, kar v velikoserijskih proanjah ni sprejemljivo (Jin in sod., 1991).

Tudi obdelavnost lesa, ki zahteva veliko energigeda izboljSati z uporabo biotehnologije.
S tritedensko izpostavitvijo sekancev glivam belealnetes hirsuta) in glivam rjave
trohnobe Gloeophyllum trabeum, Coniophora puteana in Fomitopsis pinicola) prihrani
kar 40 % energije, potrebne za iverjenje, vlaknesg&anje in mletje. V teasu so glive
razkrojile manj kot Stiri odstotke lesne mase. meerploge, izdelane iz glivam
izpostavljenih sekancev, so imele primerljive medka@nlastnosti kot obajne ploge. Po
drugi strani pa so imele MDF pl&s izdelane iz takSnih sekancev, trikrat boljSogiipoo
trdnost in trikrat ve&ji modul elasténosti. Debelinski nabrek je bil zmanjSan za 60 %/ @o
% (Korner in sod., 2001). Omenjeni postopek v prasuvajajo v nekaterih tovarnah
celuloze.

Biotehnologija je omog#la tudi razvoj »miko lesa«. To je bukov les, izfajen glivam
bele trohnobePleurotus ostreatus ali Trametes versicolor. Odvisno od¢asa izpostavitve
glivam, se glede na namen uporabe uravnavajo gostohehanske lastnosti lesa. Lesu se
zaradi delovanja gliv mimo izboljSa obdelavnost. Nagyemiko-lesa so porabili za
svincnike, barvice, ravnila, modelarstvo in laborati&gopremo. Trenutno v industriji te
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tehnologije ne uporabljajo. Nekaj proizvajalcevrgwnikov in barvic razmislja o ponovnem
zagonu proizvodnje (Wainwright, 1992).

V skandinavskih drzavah, Kanadi in ZDA sku3ajo jaxgti pomodrel les za izdelavo
unikatnih izdelkov. Pomodrel les so na trgu poriyahid razlénimi komercialnimi imeni,
najpogosteje kot denim-wood ali denim-pine (slikaReklamna kampanja je bila izjemno
uspesna, zato so pomodrel lesetiaproizvajati v laboratorijin. Les bora so okuzd
suspenzijo spor modrivk in po nekaj tednih so dodilakomerno obarvan material. 1z
pomodrele borovine danes izdelujejo spominke, petjStalne in stenske obloge
(Northern caucus, 2005).

| A
Slika 1: Z modrivkami obdelana borovina, dostopod gomercialnim imenom Denim-pine (Denime pine,
2004)

Kompostiranje je eden izmed najstarejSih bioteh§ldlo postopkov predelave lesne
surovine. Uporablja se Se danes, vendar ne v tak$&fsegu. 1z lesa Zelimo pridobiti kaj
vec kot le kompost. Gojenje gliv je na prvi pogled@@iodobno kompostiranju. Pri tem
dobimo plodiga-gobe, preostanek, pa lahko predelamo v kompaxie Gahko gojimo v
prehrambene (slika 2) ali pa v medicinske namenan@t in Pohleven, 2005b).

Slika 2: Gojenje bukovega ostrigarf€urotus ostreatus) na substratu iz lesne biomase (Za naravo, 2006)
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Lesne glive se uporabljajo tudi v mnogih postopkiiuelave celuloze in papirja.
Najpogosteje se omenja biobeljenje (biobleachibgpulpanje (biopulping), razgradnja
smol in ¢iSéenje odpadnih vod. Lesne glive v teh postopkih tahkdomestijo Stevilne,
okolju neprijazne kemikalije. Na tem podjo poteka veliko raziskav, ki obetajo

alternativne tehnoloSke izboljSave (Humar in Poaie\2005b).
2.3.  VPLIV KOVIN NA GLIVE

Rezultat direktnih &inkov strupenih kovin so hude posSkodbe v celicagjanizmov. Z
oksidacijo funkcionalnih skupin blokirajo ali deaktajo delovanje encimov (Lukens,
1971) in negativno vplivajo na permeabilnost membreelic (Hughes, 1999). Zaradi tako
raznolikih interakcij med tok&nimi kovinami in zivimi organizmi (tudi glivami)gj lahko
prizadeta prav vsaka stopnja rasti, diferencianigetabolizma. Stopnja okvare je odvisna
od organizma, oblike bakrove spojine in njene koteeije ter raztinih fizikalno
kemijskih vplivov. Pri veéini zastrupitev se najprej poSkodujejo ¢eé membrane, skoznje
zato lahko vdrejo snovi iz okolice, torej tudi dststrupeni elementi (Cooney in sod.,
1989).

Nekatere kovine so bile temeljdmi fungicidnih sredstev za zé&f naravnih in umetnih
materialov ter za zé&fo lesa, zato je odnos med kovinami in glivamiraat gliv zelo
pomemben (Horsfall, 1956). Nacadku raziskav so v i ocenjevali toksinost kovin,
pozneje pa so podrobneje poskuSali razjasniti Biap genetske in fizioloSke vzroke
strupenosti (Ashida, 1965; Gadd, 1993). Zaradi3targa onesnazenosti naravnega okolja
s tezkimi kovinami, radionuklidi in nekovinami, dale takSne raziskave Se posebej
zanimive, saj so na tako onesnazenih pjdroelikokrat uspevale le glive. Raziskave so
se laile v dve smeri. Ene so zajele uzitne gobe in m#w gobe na onesnazenih
obmazjih, druge pa so se osreddie na razstrupitev obn¢g, ki so bila onesnazena s
kovinami in radionuklidi (Merk&, 2007).

2.3.1 Bistvene in nebistvene kovine za rast gliv

Kovinske elemente lahko razvrstimo po ré&zin kriterijin. Eden izmed moznih taov je
delitev kovinskih elementov na (Gadd, 1993):

* Bistvene elemente za rast gliv: K, Na, Mg, Ca, Mae, Cu, Zn, Co in Ni,

* Nebistvene elemente za rast gliv: Rb, Cs, Al, Cgl, Au, Hg in Pb.

Kovinski elementi lahko na rast gliv vplivajo podn® ali neposredno. Nekateri kovinski
elementi imajo velik pomen za rast gliv, medtem ggo drugi nimajo. Vendar pa vsi
navedeni kovinski elementi reagirajo s celicamv gh se vanje tudi odlagajo (Gadd,
1993). Nad doleeno koncentracijo pa ¥ma kovin, tako bistvenih kot nebistvenih, za rast
gliv, postane strupenih. Ta koncentracija je odwisd vrste glive, vrste kovine in vpliva
okolja. Ceprav sta toksgnost in kopéenje najvékrat povezani s kovinami, ki niso bistvene
za rast gliv ne smemo spregledati tudi bistveniirkoToksinost se pri bistvenih kovinah
pogosto doseze pri nizjinh koncentracijah, kot @bistvenih kovinah. Dober primer za to
je baker, ki je nujno potreben za rast, a Ze pkoliko VviSji koncentraciji postane toksin
(Carlile in Watkinson, 1994).
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Razdelitev kovin na toksne in netoksine za glive je dokaj tvegana, saj na tokest
vpliva toliko razlgénih faktorjev, da je stroga razmejitev zelo teZzKai organizmi se
posluzujejo raznih mehanizmov, ki potencialno toksikovine spremenijo v netokee.

Ti procesi lahko potekajo v povezavi z normalnimtabelizmom ali pa neposredno od
njega. Pri tem so vplivi okolja zelo pomembni. Renb predstavlja dejstvo, da ta delitev
ne zajema nekovin, ki z glivami reagirajo kot kovineso morebiti celo fungicidno aktivne
(Merkas, 2007).

Med kovinami ima posebno mesto 65 tezkih kovin,s&i v&inoma biolosko aktivne.
Obstaja pa Se skupina, organokovinskih spojing legstavljajo kovine, na katere je vezana
organska molekula z vsaj eno ogljikovo vezjo. Tejisie lahko delujejo fungicidno ali pa
se pojavljajo kot metabolni produkt gliv (Gadd, 3%9

2.3.2 Odpornost in tolerantnost gliv na kovine

Toleranca na neko Skodljivo snov je sposobnostrorgza, da zaradi svojih specifih
mehanizmov, s katerimi zmanjSa taksist te snovi, npr. kovine, zmore preziveti na
mocno kontaminiranem goj$l (Gadd, 1993). Glede razSirjanja tolerantnih oyaov
obstajata dve teoriji. V prvi so tolerantni organizdel naravnega okolja, katerih se ne da
vzgojiti iz netolerantnih sevov. ZviSane koncenifedakra in ostalih tezkih kovin v
zemlji, kot posledica onesnazenja, navadno ne poONar nastanka tolerantnih
organizmov. Vodijo pa do zmanjSanja raznolikostezwijo le najbolj odporni in se bolj
Sirijo kot bi se sicer (Woodward in De Groot, 1999) drugi teoriji pa bi prisotnost
pravSnje koncentracije bakra oziroma druge kovinpodlagi lahko povzm@la razvoj
tolerantnejSih organizmov (Jellison in sod., 1997).

2.4 LASTNOSTI BAKRA IN KOSITRA
2.4.1 Baker

Letno se za z&#o lesa po svetu porabi &éot 100.000 ton pripravkov na osnovi bakra
(Hughes, 1999; Preston, 2000). Za bakrove spojiea,vda se njihova poraba ne
zmanjsuje, ampak celo nata$za kar je werazlogov (Humar in Pohleven, 2005a):

» bakrovi pripravki so ze v relativno nizkih konceadijah strupeni za glive, bakterije
in alge, na viSje rastline pa ne delujejo strupanhamizkih koncentracijah je baker
celo nujno potreben za njihov normalni razvoj (GUA979),

» zafitna sredstva na osnovi bakra so sorazmerno padecemelativno varna v
primerjavi z ostalimi biocidi (Richardson, 1997),

* prepoved oziroma omejitev uporabe nekaterih &halsi zagitnih sredstev za les
zaradi strupenosti ali njihove okoljske neprimethogentaklorofenol, DDT,
Lindan) (Pohleven, 1998),

* hiter razvoj deZel tretjega sveta in s tem povezaj@a potreba po z@tenem lesu
(Richardson, 1997)

Baker se najuikrat uporablja v obliki bakrovega sulfata, bakroadgdroksida-karbonata
ali bakrovega oksida. Za z4t® lesa se je najprej @el uporabljat bakrov sulfat, (1838) s
patentiranjem Boucherie postopka zac#aSsveze posekane hlodovine. Vodna raztopina
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bakrovih pripravkov je rahlo modre barve, iz lesa lsakrove &inkovine izpirajo in
delujejo nekoliko korozivno. Baker se uporablja satojno kot fungicid ali pa v
kombinaciji z drugimi solmi (kromove, arzenove, tweg...) oziroma spojinami (amini,
amoniak, kvartarne amonijeve spojine, triazoli...) j@ najbolj razSirjen biocid v
agronomiji in lesarstvu. Naj¢g@ slabost bakrovih spojin je slaba fiksacija v iles tem
povezana velika izpirljivost iz lesa. To pa je ketikoljevarstveni problem, saj je baker
zelo nevaren za vse vodne organizme. Kasneje dfauliezagkitna sredstva na osnovi
bakra, ki se ne izpirajo in hkratici8jo les pred glivami in algami, poleg tega pa
prepre&ujejo tudi usidranje morskih Skodljivcev na podvedudele ladij in lesenih
konstrukcij. Za&itna sredstva na osnovi bakra so imela dodatek &r@tiughes, 1999), ki
omogaajo, da pride do reakcije med bakrovimi ioni in rokkilnimi skupinami na
komponentah lesa.

Zaradi nezazelenosti kromovih spojin séej® nadomestila za krom, ne da bi s tem
zmanjSali fiksacijo pripravka. Ena od moznih regje uporaba vodne raztopine amoniaka
(Pohleven in sod., 1994; Dagarin in sod., 1996)piipravki se niso uveljavili zaradi
ostrega vonja, draZzenja in neprimernega videza. I8sanesto amoniaka so seceln
uvajati amini (Tang in Ruddick, 1994; Zhang in Kamnd 2000).

O vezavi in reakciji aminov z bakrom pa je znanto zealo, saj so ti z&g&ni pripravki za
les razmeroma novi, zato so pteuanja osredot@na predvsem na njihovo fiksacijo v les
(Hartley in Kidd, 1987; Lewis, 1992; Jiang in Rucldi1999).

Amini naj bi po impregnaciji iz lesa izpareli, ptemer se v lesu tvorijo slabo topne
bakrove spojine. Zadnje raziskave &ash sredstev na osnovi aminov so pokazale, da ne
izpari ves in da ga nekaj reagira z lesom (Rudaickie, 1995), Se posebej etanolamin, ki
ga mnoztno uporabljamo v nekaterih komercialnih &ash pripravkih. Ve&ina bakra naj
bi se pri tem sistemu vezala na lignin, nekaj pamaga reagiralo z ekstraktivi in
hemicelulozami, najmanj pa s celulozo (Humar in.s@®D03). Del, ki ostane, pa je
koordiniran na baker (Pohleven in sod., 1994; Hun2&02). Na hitrost reakcije med
karboksilnimi skupinami lesa in aminskim kompleksdrakra pa ima velik vpliv pH
vrednost raztopine. ViSji pH pripravka p@uge absorpcijo bakra ter vpliva na
enakomernejSo porazdelitev z#lSega sredstva po cétii steni (Cooper, 1998; Zhang in
Kamdem, 2000).

V zadnjemc¢asu se vedno bolj uveljavljajo tudi bakrove spojinebliki nano suspenzij.
Ker je baker v nano obliki, lahko v suspenziji dmiprodre v les, ko pa topilo izhlapi, se
suspenzija obori in se iz lesa prékt ne izpira vé& Bakrovi nano pripravki se trenutno
uporabljajo le v ZDA, v bliznji prihodnosti pa bogoodrli tudi na evropsko trais.

2.4.1.1 Delovanje bakra

Baker je eden izmed sedmih bistvenih elementowsdkipotrebni za rast rastlin in gliv
(Pohleven in sod., 1994), viSje koncentracije pajdm fungicidno (Gupta, 1979). Kljub
dolgotrajni in mnozini uporabi bakrovih pripravkov v fungicidne namengihovo
delovanje na glive Se ni v celoti pojasnjeno, sapjihovo delovanje zelo nespetifo.
Znano je, da mora biti aktivha bakrova komponermtgungicidne namene raztopljena v
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vodnem okolju, saj neraztopljene bakrove spojinkije@ kot zaloga iz katerega se po
potrebi spro& baker v bioloSko aktivnho obliko. Baker je pomembea delovanje
metabolnih procesov gliv. Poznanih pa je vsaj s@eencimov, v katerih nastopa
(Richardson, 1997).

Pri posrednem vplivu baker povZirmastanek prostih radikalov, ki lahko sprozijoizeo
reakcijo depolimerizacije organskih makromolekukerkprosti radikali nastajajo tudi pri
normalnem metabolizmu, glive prepije depolimerizacijo s tvorbo z&$nih encimov, ki
so winkoviti oksidanti. Ti encimi ponavadi vsebujejostednje kovine: Mn, Fe, Zn ali Cu
(Greco in sod., 1990). Encimi s¢inkoviti do dolaiene koncentracije prostih radikal@e
je le teh prevé svoje funkcije ne zmorejo veispesSno opravljati.

2.4.1.2 Izpiranje bakra iz lesa

Iz vzorcev, impregniranih s pripravki na osnovi mak kroma, se povpéao izpere med
0,1 % in 0,5 % navzetega bakra (Humar in sod., p00% vezavo v les imata velik vpliv
sestava in koncentracija z#gih pripravkov. Dodatek kobiocidov, ki so potrebra
zagito pred najodpornejSimi lesnimi glivami, &goma negativno vpliva na vezavo
bakrovih &inkovin (Petré in sod., 2004). Pri impregnaciji z manj koncemtmimi
pripravki, se je zaradi velike puferske kapacitetga (Albert in sod., 1999) pH sistema
pomaknil od bazinih proti nevtralnim vrednostim, kar se kaze v Slalezavi v les. Po
drugi strani pa,ée v les vnesemo preveliko k&iho bakrovih @inkovin, zmanjka
reakcijskih mest v lesu, zato se del bakrouiimkovin le obori v celinih lumnih, ko se les
posusi. Zaradi slabsih interakcij z lesom, so terdd&e spojine bolj dovzetne na izpiranje
kot tiste, ki so na les kemijsko vezane (Humar,&00

Na izpiranje bakrovih tinkovin iz lesa vpliva v& dejavnikov. Ti dejavniki s@as in
temperatura fiksacije, postopek % ter drevesna vrst&as ima velik pomen pri vezavi
pripravkov na osnovi bakra in kroma, saj sredstetygbouje 28 dni za fiksacijo (Kervina-
HamovE, 1990; Richardson, 1993). Tudi postopekctaSima velik vpliv na izpiranje
bakrovih &inkovin iz lesa. N&eloma se iz premazanih vzorcev izperg&ivielez bakrovih
ucinkovin kot iz vakuumsko impregniranih ali potaplia vzorcev (Humar in sod., 2007).
Bakrovi pripravki se ne veZejo v vse lesne vrstakenwinkovito. Bolje se vezejo v les
iglavcev kot v les listavcev (Benko, 1987). Ne glede na to, ali za izpiranje upiona
destilirano, réno, morsko ali navadno vodovodno vodo, lastnostievbistveno ne vpliva
na izpiranje bakrovih biocidov iz lesa (Humar ids@®006).

2.4.1.3 Toleranca gliv na baker

Ceprav je toleranca posameznih vrst gliv na baketejelolgo znana (Hirt, 1949; Zabel,
1954; Da Costa, 1959), pa je mehanizem toleransed®o nepojasnjen (Tsunoda in sod.,
1997; Pohleven in sod., 1999). Toleranca gliv n&ebamano variira tako med
posameznimi vrstami, kot med posameznimi izolagib@, 1954; Da Costa, 1959).

Nizke koncentracije bakra v substratu pri nekatemdmj tolerantnih sevih gliv bele hiSne
gobe Antrodia vaillantii) lahko pospeSijo njihovo rast, pri bolj toleratrglivah pa tega
niso opazili (Collet, 1992). Toleranca posamezratevali seva je odvisna tudi od sestave
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pripravka, s katerim bomo les z#@gi (Woodward in De Grott, 1999). Na strupenoskba
za glive ima velik vpliv tudi pH rasti&, saj je baker za glive manj strupen pri kislih
vrednostih podlage (pH 2), kot pri nevtralnih vrestih (Starkey, 1973).

Glive bele trohnobe so t@loma manj tolerantne na zviSanje koncentracijedkét glive
rjave trohnobe (Tsunoda in sod., 1997). To dejstobro sovpada s podatki o izémju
oksalne kisline, kar kaze na pomembno vlogo teinaslpri mehanizmu tolerance.
Ugotovili so, da glive bele trohnobe iZljo manj oksalne kisline kot glive rjave trohnobe
(Takao, 1965). Najuwga toleranca je bila opazena pri powdteljicah rjave trohnobe iz
rodovPoria in Antrodia in temu rodu sorodnih vrstah (Schmidt in sod.,1)98

Odkrili so, da nekateri sevi bele hiSne gobe deakjp baker v lesu (Sutter in sod., 1983).
Iz lesa so po obdelavi s to gobo v treh do osmdnite odstranili v povprgu 75 %
celotnega bakra. Pohlevnu in sodelavcem (1999)gmesporta bakra ni uspelo dokazati v
eksperimentu $orio monticolo na hranilnem goji&i. To nakazuje, da moramo biti pri
interpretaciji rezultatov, s katerimi skuSamo paojastoleranco, previdni, saj se gliva
oziroma izolat odziva druga, ¢e raste na lesu, kot na hranilnem gujig§Sutter in sod.,
1983). Pri prera&nju zasitenega lesa so se glive izkazale kot manj toleent
primerjavi s hranilnim goji&m z dodanim bakrom (Rodney in sod., 1998), sajama
umetni hranilni podlagi boljSe pogoje za rast, jtdueli vecjo zmoznost, da kljubujejo
zaviralnemu ginku bakra.

Med glivnim razkrojem zadtenega lesa bakrovi ioni v lesu reagirajo z oksaislino in

pri tem nastane v vodi netopen bakrov oksalat. &sévtransformacijo bakrovih aktivnih
komponent v netopen bakrov oksalat povgo) da ta postane zanje neskodljiv (Sutter in
sod., 1983; Richardson, 1997; Pohleven in sod.91199 poskusi so dokazali, da glive
lahko uspevajo na podlagi, ki vsebuje velike &ak bakrovega oksalata (Sutter in sod.,
1983). Pri tolerantnih izolatih, ki so rasli prekontrolnih vzorcev, so na hifah dokazali
kalcijev oksalat. Zato lahko domnevam, da je tvdrblrovega oksalata v lesu, &igé&nem

z bakrovimi pripravki, zelo podobna tvorbi kalcigna oksalata v nezatenem lesu
(Stephan in sod., 1996). Zakisanje lesa¢ima®ega s kromovimi in bakrovimi pripravki in
izpostavljenega razkroju s tolerantnimi glivami,vjeveliki meri odvisno od tolerantnosti
uporabljenega seva. lzolati, ki so Ze ¥etaih fazah razkroja uspesSno zakisali les, so se
izkazali za tolerantne, vendar se intenziteta zalisni pokazala kot edini splosni pogoj za
tolerantnost. Izldanje oksalne kisline je potreben, a ne zadostewjp&ephan in sod.,
1996).

S pretvorbo bakra v bakrov oksalat lahko pojasnpomemben del mehanizma tolerance
gliv na baker, ne pa celotnega pojava. Betm vlogo pri tem igrata verjetno tudi
absorpcija bakra v celice gliv (Pohleven in so®99). Pri razinih sevih gliv so bili
opaZzeni razlini delezi bakra v celnih protoplastih (Sutter in sod., 1983), precejrbgka
so nasli tudi na hifah gliv v okolici z bakrovimripravki zasitenega lesa (Tsunoda in
sod., 1997).

Na tolerantnost gliv vpliva tudi prisotnost izvehé¢rega sluzastega materiala (ECMM)
oziroma tako imenovanegita (Vesentini in sod., 2004), ki ga izlo razlEni
organizmi, med drugim tudi glive, bakterije in algg ima precej raznovrstnih funkcij.
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Vesentinijeve raziskave (2004) radialne rasti neflatvrst lesnih gob z in brez ECMM
kazejo, da le—ta dodatng@it$ hife pred strupenimi &inki bakra. Del bakrovih ionov se
veze na polisaharide in komponente z manjSo mak&kuinaso, ki sestavljajo ECMM in s
tem zmanjSuje prehod bakrovih ionov v hife.

2.4.2 Kositer

Organo kositrove spojine (R3SnX). R je alkilnaaiina skupina, Sn je znak za kositer, X
ozna&uje anionski radikal. Kot sredstva za kénuo zagito lesa so postala znana v
osemdesetih letih 20 stoletja, zaradi manjSe toksiti za sesalce v primerjavi s kiasmi
pripravki kot so PCP, Lindan in DDT. Najbolj znantjibutilkositrov oksid (TBTO); je bil
sestavni del Stevilnih organskih biocidnih pripravk ki so se uporabljali za zaf®
stavbnega pohisStva (Kervina-Hamévil990). Danes so organo kositrove spojine v EU
prepovedane.

Od organskih kositrovih spojin so se zad@aSlesa najbolj uveljavile tributil kositrove
spojine, ki so najboljSi kompromis med strupenogfcsesalce in aktivnostjo proti glivam
in insekticidom. \¢asih so ga uporabljali kot antiseptik in kot animhiaitik, torej proti
eukariontskim zajedavcendryi, gliste, trakulje) in proti pripenjanju organmov na ladje
in ¢olne, saj moti zi¥ne signale v teh organizmih ter jih ubija. Didoe organo-kositrne
spojine so tokgne zaradi motenja encimov v dihalni verigi (Farmaska kemija-1,
2009). V lesu se kermo vezejo s celulozo, zato dobro @t pred rjavo, slabSe pred
belo trohnobo. Kendno so relativno stabiln€e se razgrajujejo v niZje substiuente spojine
in kontno v elementarni kositer, postajajo vse manj biaogktivne, pa tudi manj toksie
za sesalce. Tributil kositrov oksid (TBTO) je ndjbmazSirjen in &inkovit; njegovi
viSjemolekularni estri so, zaradi manjSe vsebnaéstitra bioloSko, manj aktivni in
ekonoméni, vendar tudi manj hlapni in odbojnejSi za volosredstvih za z&go lesa je
TBTO pogosto kombiniran s pomoznim fungicidom, kipdini njegovo sicer nezadostno
aktivnost proti glivam modrivkam. TBTO je dobro @pv organskih topilih; v prisotnosti
tudi sicer fungicidnih kvartarnin amonijevih spqjiki so znana povrSinsko aktivha
sredstva, pa je moge TBTO emulgirati v vodi in doge ekonoménost (cena :
ucinkovitost), ki se priblizuje CCA pripravkom (Benko, 1987).

Organokositrove spojine so se Se posebej pogost@blfale za zasto podvodnih delov
plovil pred obra&njem morskih organizmov. Morski organizmi pritijema plovila
namré& maotno poveéajo upor in s tem poveajo porabo goriv. Ugotovljeno je bilo, da
kositrove spojine Ze v nizkih koncentracijah lahgmSkodujejo Zigne sisteme morskih
sesalcev. S tem razlagajo tudi nenadzorovano naged#ov in delfinov na pe&e.
Zaradi okoljskih razlogov organokositrovih spojia zagito manjsih plovil v EU ne
uporabljamo vé& Se vedno pa se velike kiilie organokositrovih spojin porabi za &S
ladij in tankerjev v neevropskih drzavah in dal oazah, kjer je registriranih giea
vegjih plovil.
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2.5 BIOFILTRACIJA

Biofiltracija je tehnoloski postopek bioloSkeg&cenja odpadnih vod s pritrjeno biomaso,
pri kateri se odpadna voda prefiltrira skozi fiks&nj. Nosilci za pritrjeno biomaso so
lahko okrogli delci ekspandirane gline z na&tam dolaeno velikostjo in gostoto, ki tvorijo
fiksen sloj nosilcev obraslih z biomaso (Pipus, 20®BioloSka razgradnja odpadnih vod je
odvisna od mnogih dejavnikov. Ti dejavniki so seatavode, koncentracija
mikroorganizmov, koncentracija kisika in temperatur

BioloSkecistilne naprave in biofiltri se med seboj razlijojesaj je vsaka naprava in filter
prilagojen zahtevam in potrebam njihovih uporabwmik® vseh ¢istilnih napravah pa
potekata dva procesa, primarno (mehanska obdalaedanije, flotacija...) in sekundarno
¢is¢enje (odstranjevanje organskih snovi, nitrifikacgenitrifikacija, defosforizacija...).

V procesu filtracije se suspendirane snovidgtniz odpadne vode in ostanejo ujete med
nosilce biomase. Zaradi izlenih suspendiranih snovi v procesu filtracije inrgsie
biomase, upor proti toku odpadne vode skozi ba&filpaasi raste. Zato je potrebno
biofilter ob¢asno sprati. Spiranje poteka s kombinacifes@ne vode in zraka (Pipus,
2007). V primeru, da z biofiltracijo skuSamo iz eoddstraniti tezke kovine, moramo
strnjen sloj vsake tolikdasa povsem zamenjati.

Sekundarnaiscenje se izvaja z mikroorganizmi in glivami, ki sbéatljivi na presezek
tezkih kovin. Med tezke kovine spadata tudi bakerkositer, ki smo ju uporabili v
diplomski nalogi.

2.5.1 Opis tehnoloSkega postopka biolosked@&cenja

Odpadna voda se najprej mehanskista Z grabljami ter filtri odstranimo trde deloe s
tem prepréimo, da bi se Sobe v biofiltrih zamasile (slika 3).

Dotok odpadne vode na biofilter je reguliran idrto dol@en. Z regulacijo pretoka vode
pa reguliramo tudi doziranje kemikalij za izémje fosforja. Postopek se imenuje
koagulacija in poteka s porgjo tehntne raztopine FeGl

Odpadna voda MEHANSKD BIOLOSKA PREDELAVA FAZHA, IZTOK
*| PREDCISCEMIE Moo o | SEPARACIIA ’
(nitrifikacija J/ denitrifikacija)
- rotamat, - klasitna gistilna naprava = - usedalnik
- grahklje, ... suspendirano biomasao, - membrane
- klasitna gistilna naprava z - lamelni separator, ...
aerobno stabilizacijo blata,
- MBR,
- MBBR,
- BIODISKI,
- 5BE, ...

Slika 3: Bioloskctiséenje (COM-teh, 2008)
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BioloSko ciscenje se nadaljuje z denitrifikacijo (odstranjevadjeSika) in nitrifikacijo.
Denitrifikacija je proces, pri katerem iz nitratr@edusSika nastaja atmosferski dusik, poteka
pa v anoksinem okolju v vé stopnjah. Gre za heterotrofno rast, kjer ob odssitrkisika
kot elektronski akceptor nastopa nitrat. Ker redjaknitratnega dusSika v Nodstranjuje
dusSik iz odpadne vode, se proces imenuje dendifja. Do denitrifikacije pride, ko je
koncentracija kisika nizka in je prisotna organskav. Filtrirni material je visok 3,0 m in
vsebuje ekspandirano glino s premerom 4 mm do 8 karse uporablja kot nosilec za
biomaso. Dotok v biofilter je od spodaj (slika Kogi talno plogo s Sobami, nato &e
skozi filtrirni sloj in odteka na vrhu preko predeav naslednji biofilter kjer se izvaja
nitrifikacija.

W
T DN BIOFILTER
1ZTOK 12 DN BIOFILTRA
ADNA VODA
DD SPIRANJA -
— oy |
' :_"?\
R v o \
(I LZTOK NA
g N’ ~ N BIOFILTER
£ = ZRAK RANJE
ODPADNE VODE —*™— > — —< L7}t ZRAK ZA 5P
1
B |
! (EsA
\ .
VODA ZA SPIRANJE

Slika 4: Shema delovanja denitrifikacijskega btadil(Pipus, 2007)

Nitrifikacija je proces, v katerem nastopijo bakter ki za obstoj potrebujejo kisik
(aerobne bakterije) in se uspesno ter hitro razme@x v zanje ugodnih pogojih (veliko
organskih snovi in dovolj kisika). Hratiese z organsko materijo, visjo oksidacijo in
izlocajo ostanke v obliki mineralnih snovi (mineraliacorganske materija). V aerobnih
pogojih lahko odstranjujemo iz odpadne vode radgvadorganske spojine, istasno pa
poteka v sistemu tudi pretvorba organskega dus#pre v amonijevo obliko (NK),
nato oksidacija amonijevega iona v nitrit (NOin nato v nitrat (N@). Tu je filtrirni
material visji (3,7 m) in sestavljen iz manjSih@®l ekspandirane gline (2,5 mm - 5 mm).
Biofilter za nitrifikacijo (slika 5) je sestavljepodobno kot denitrifikacijski biofilter, le da
je na vrhu talnih plaSsloj peska, ki varuje zamasitev Sob s filternintemnialom, ki je v
nitrifikacijskem filtru bolj droben. Sledi lahko r@arno ciscenje, ki zajema fazno
separacijo. Nato pa se voda izteka visilne naprave v reko.
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N BIOFILTER

|l == PROCESNIZRAK

DOTOK
ODPADNE VODE ™
IZ DN BIOFILTRA

&}
\

L Y

VODA ZA SPIRANJE
Slika 5: Shema delovanja nitrifikacijskega bio@ltfPipus, 2007)

2.6  BIOFILTRACIJA TEZKIH KOVIN

Kot je bilo ze omenjeno, je potrebno iz vode predtppkom bioloSkegaiscenja izl@iti
tezke kovine. Tezke kovine lahko pomorijo kulturikraorganizmov \gistilnih napravah
in jih s tem povsem udiio. Biofiltracija tezkih kovin temelji na absorpiciezkih kovin na
organskih matriksih. V te namene se uporablja ketzi veliko sposobnostjo absorpcije.
Les ima veliko sposobnost absorpcije, zato je heospo sebi zelo primeren material za
postopke biofiltracije. Sposobnost absorpcije pa smu Zeleli izboljSati s predhodno
izpostavitvijo glivam. S tem bi poleg lesa v madrikvedli Se hife, ki imajo hitin. Hitin, za
katerega je ravno tako znano, da ima veliko spossttatbsorpcije.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL
3.1.1 Substrat

Za substrat za rast gliv smo uporabili bukove glmige, smrekovo Zaganje ter pSeei
otrobe. Iz tega materiala smo pripravili primeragjitgeni medij za glive bele in rjave
trohnobe.

3.1.2 Vrste gliv

Za izvajanje testov smo uporabili glive, ki pows rjavo ali pa belo trohnobo. Izolate
gliv smo dobili v banki gliv Delovne skupine za plaigijo in zasito lesa Oddelka za
lesarstvo na Biotehniski fakulteti.

Uporabili smo naslednje izolate gliv:

» Bela trohnoba:
0 pisana ploskocevkaametes versicolor)
0 ogljena kroglicakypoxylon fragiforme)
0 bukov ostrigar Pleurotus ostreatus)

* Rjava trohnoba:
o bela hiSna gobaftrodia vaillantii)
0 navadna tramovka3{oeophyllum trabeum)

Preglednica 2: Glive, razkrojevalke lesa, uporatdjpri eksperimentalnem delu diplomske naloge

Vrsta trohnobe Slovensko ime Latinsko ime Poreklo| zn#&ka
Bela trohnoba pisana ploskocevka Trametes versicolor ZIM LO57 Tv
ogljena kroglica Hypoxylon fragiforme ZIM L108 Hf
bukov ostrigar Pleurotus ostreatus ZIM L030 Plos
Rjava trohnoba bela hiSna goba Antrodia vaillantii ZIM LO37 Pw
navadna tramovka Gloeophyllum trabeum ZIM L018 Gt
3.1.2.1 Opis gliv

3.1.2.1.1 Pisana ploskoceVvka émetes versicolor)

Je ena najbolj pogostih gliv pri nas, pa tudi petsvPojavlja se na lesu listavcev, najraje
na bukovini. Strohnel les je ztiblne bele barve, saj pisana ploskocevka razkragdysem
lignin. Ob hkratni okuzbi lesa z ¥e/rstami lesnih gliv povzi&a piravost, kar se odraza v
neenakomernem razkroju in temmitiah. Tanki klobuki, ki zrastejo iz podgobja snezno
bele barve, so usnjato Zilave strukture (slikaV@liki so od 5 cm do 9 cm. Izré&djo v
skupinah eden vrh drugega. Trosnjaki so konaamdrobarvani od svetlo do temno rjave
barve, okrasto rde do sive pa vse d&rno modre barve. Robovi so vedno svetlejsi, pri
mladih gobah beli. Trosovnica (spodnja stran) jleaeestavljena iz kratkih cevk iz katerih
se dnevno sprosti na milijone belih trosov. Gobazitina ima pa Stevilne zdravilnéinke.
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Kot zdravilo se uporablja ¥¢ajih, predvsem za izboljSanje imunskega sistemapteti
prehladom in drugim virozam. V obliki kapsul, ki elmijejo polisaharide pisane
ploskocevke, deluje proti raku. Uporablja se pricamanju impregniranega (Zat&nega)
lesa, razstrupljanju polj. Postopek razstrupljasgaadkov in zemlje z glivami imenujemo
mikoremediacija (Pohleven, 2008).

Slika 6: Pisana pIoskocevkﬁremetersicolor) (Discov Life, 1995)
3.1.2.1.2 Ogljena kroglicddypoxylon fragiforme)

Ogljena kroglica je ena redkih vrst gliv iz skupigaprtotrosnic (Ascomycotina), ki
povzrata belo trohnobo in piravost. Je zelo pogost sapbofikve in drugih listavcev, kot
SO jelSa, breza, gaber, topol, hrast in lipa, gh ha lesu nekaterih palm. Gliva je zelo
agresivna, saj v laboratorijskin pogojih v 16 tédmazkroji povpréno 40 % mase
bukovina, ter se lahko na lesu zadrzi tudi let. Plodiga imajo obliko kroglic(slika 7),
premera od 2 mm do 9 mm. PovrSina kroglice je hrapatrda. Mlade so sive barve, zrele
pa temno rjave barve, ko se sprostijo spore papegicrne kot oglje. Sredica je svetlejSa,
iz nje pa so ¥asih z ekstrakcijo s kalijevim hidroksidom prido&livoranzno barvilo. Iz
plodi& so izolirali zdravilne tinkovine (fragiformine), ki zavirajo napredovanjdD6-a
pri HIV pozitivnih bolnikih. Mlada plodi&a vsebujejo &inkovine z baktericidnim in

Slika 7: Ogljea kroglicaHypoxylon fragiforme) (Spletni albumi Picasa, 2008)



20

Rupnik L. Uporaba z glivami razkrojenega lesa zdiltiacijo vode onesnazene z bakrovimi spojinami.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotatiSka fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2010

3.1.2.1.3 Bukov ostrigaiP{eurotus ostreatus)

Bukov ostrigar je razSirjen v zmernem in subtropskgodnebnem pasu severne poloble.
Gliva je tipken saprofit, ki ga najdemo predvsem na lesu ligavhajpogosteje na
bukovini) zelo redko pa tudi na iglavcih. Powgdipicno belo trohnobo. Micelij je usnjat
in bele barve. Plodia so sestavljena iz klobuka z betom. Klobuk pokbldpominja na
Skoljko (slika 8) in doseze premer 5 cm do 15 cimgeksivorjave do rumenkaste barve.
Navadno izra&jo v Sopih. Lamele trosid na spodnji strani so belkasto rjave barve in so
prirasle k betu. Bukovemu ostrigarju ustreza terafpea okoli 27 °C ter vlaznost lesa med
60 % in 80 %. Pri teh pogojih lahko gliva prirasteli 7,5 mm dnevno. Gliva bukov
ostrigar in plodi&e imata velik spekter uporabnosti. Pl@ééi$e uzitno in se pogosto goji za
prehrambene namene, gliva pa se uporablja zaamejgtiodpornosti ivernih in OSB plos
proti trohnenju. Micelij lahko uporabimo tudi zazsirupljanje zemlje, okuZene z
odpadnimi olji, pesticidi ali biocidi (mikoremedigr). Poleg tega je micelij bukovega
ostrigarja lahko oddien biofilter ali celo biokontrolni agent. V zadnjefasu pa dobiva
pomen uporabe te glive v medicinske namene. Uzivémjkovega ostrigarja deluje
protivnetno, uravnava krvni tlak, zniZzuje ravend&larja in holesterola v krvi, pospesuje
prebavo, celjenje ran ter izboljSuje delovanje iskega sistema (Humar, 2008b).

T o .
Slika 8: Bukov ostrigarRleurotus ostreatus) (Mycotopia, 2006)

3.1.2.1.4 Bela hiSna gobArrodia vaillantii)

Belo hisno gobo najdemo v zmernem kot tudi v trepskpasu v Evropi, Aziji, Avstraliji,
Afriki. Bela hiSna goba pogosteje okuzuje zelo elazes iglavcev, Se posebég se na
lesu nabira kondenzirana voda. Pogosto se nahidgeh, rudnikih, na lesu na sklagis,

v gozdu na podzemnih delih hlodovine in drugih zdkxnih okoljih. Ta vrsta je tipen
predstavnik rjave trohnobe. Razkrojen les prizématirazpoka. Trosnjaki bele hiSne gobe
so v naravi redki, pogosto pa se pojavijo v labmipt na starih hranilnin goj&h.
Trosnjak je blazinast, obrnjen navzgor in dobrorgs@l na podlago. Trosovnica je
sestavljena iz zrdnih oglatih cevic, ki so nepravilnih oblik. Micelij in rizomorfi ®
gladki in bele barve ter ostanejo prozni tudi, kwagbdmre. Na lesu se pogosto razeag
obliki ledene roze na oknih, ki ga z lahkoto odsireo s povrSine (slika 9). Bela hisSna
goba najbolje uspeva med 26 °C in 27 °C ter me#%h3® 45 % vlaznosti lesa. Razkraja le
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vlazen les, lahko pa prezivi &letha suSna obdobja. V optimalnih pogojih dnevraste
tudi do 12,5 mm. Ta gliva med razkrojem &no zakisa les z izt@mnjem oksalne kisline,
zato v okuzenem lesu najdemo kristale kalcijevdgalata. Za belo hiSno gobo je Zia
visoka toleranca na bakrove pripravke. Nekaterlaizdahko rastejo celo na hranilnem
goji&u, ki vsebuje 8000 ppm bakra ali impregniranem l&susebuje do 30 kg bakra/m
toleranca na baker je povezana z velikim dalgem oksalne kisline, ki z bakrovimi
ucinkovinami tvori v vodi netopne in zato biolosSko akéivne komplekse bakrovega
oksalata. Toleranca na baker po eni strani prefjisteezavo, saj sodijo ti pripravki med
najbolj razSirjena z&gna sredstva za les, po drugi strani pa toleraitokate bele hiSne
gobe v biotehnolosSkih procesih lahko uporabimo z&oremediacijo odsluzenega
zagitenega lesa (Humar, 2008a).

S

Slika: Bela higna 0 Gtrodia va (HIz-schimmeI, 2005)
3.1.2.1.5 Navadna tramovk@lpeophyllum trabeum)

Tramovke najdemo praktio po vsem svetu, razen v tropskih in gawskih predelih.
Okuzijo predvsem tehéen les, ki se alasno navlazi, kot so okna, mostovi, lesena plovila,
ograje... Navadna tramovka razkraja tako listavceugaiglavce. Povzréa tipicno rjavo
trohnobo. Razkrojen les se cepi po letnicah v obéiklicno velikih prizem in ima znglen
sladek vonj. Razkroj opazimo pozno, saj glive pastzunanjo plast nerazkrojeno.
Trosnjaki so enoletni in jih je ponavadidvekupaj zra&nih v izrazito vrsto. Klobuki so
zilavi in prozni (slika 10). V&noma zrastejo iz razpok. Na zgornji strani klobgkadobro
razvidne rjave koncentme prirastne plasti. PovrSina je rahlo razbrazdawavadna
tramovka ima plodi& oker do rjave barve z najgostejSimi lamelami 0dl@ 40 lamel na
cm. Optimalna temperatura za razvoj je med 26 °85iiC, maksimalna 40°C, minimalna
pa 5 °C. optimalna vlaznost lesa je med 40 % i¥6®e posebej jim ustreza vliaga, ujeta
v les, iz katerega ne more hitro izhlapeti (Hun2@Q8c).
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| ==

S
Slika 10: Navadna tramovk&loeophyllum trab:

=
A

eum) (Wikimedia commons, 2007)
3.1.2 Tehnéna sredstva

e Aparature in instrumenti
rastna komora, avtoklav, susSilnik, laminarij ozietorezprasna komora, analitska tehtnica
(natargnost 0,0001 g), elektronska tehtnica (naterst 0,001 g), pH meter, Rentgenski
fluorescekini spektrometer (XRF), stiskalnica, grelnik, pirigorilnik, vodnacrpalka

» Laboratorijski pripomoki
caSe, merilni valji, epruvete, stojalo za epruvsteklene p&ke, pipete, Spatula, steklene
bucke, EN 113 kozaki, plastini filter

* Potrosni material
filtrirni papircki, folija, prozorno plastino folijo za XRF (Mylar, Oxford Instruments),
papir za avtoklaviranje, konice za pipete, proglanvreéke, vata

o Zafita pri delu
rokavice in za&tna halja

* Uporabljene kemikalije
modra galica (CuS§g5H,0), tributilkositrov oksid (G4Hs,0Sn) (TBTO), pufri (pH 3 in
7), destilirana voda, krompirjev glukozni agar (PPAotato dextrose agar — DIFCO
Laboratories, USA)

3.2 METODE

Diplomsko delo je bilo sestavljeno iz &eelov. V prvem smo izvedli presejalni test in
ugotavljali odpornost nekaterih gliv na kositerbiaker. Na podlagi teh ugotovitev smo se
odIccili s katerimi glivami smo okuzili les za biofiltcgo. Po biofiltraciji smo v substratu
in v odpadni vodi izmerili kotiino navzetega bakra z rentgensko fluore&gseranalizo
(XRF). Pred z&etkom biofiltracije in po njej pa smo izmerili spnembo pH vrednosti
uporabljenih raztopin.
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3.2.1 Presejalni test

S presejalnim testom smo ugotavljali tolerantndst ga razlina zasitna sredstva. V
hranilna gojiga smo dodali sredstvo (v ¥eazlicnih koncentracijah), nato smo gas

inokulirali (okuzili) s testnimi glivami in sprend)i preraganje medija. Prerdanje glive

smo ocenjevali v primerjavi s prirgghjem na kontrolnih hranilnih gofi#h (brez dodanega
sredstva). Presejalni testi so hitri in poceni, tsajajo najvé teden ali dva. Na osnovi
dobljenih rezultatov smo izbrali nekaj najobetagitejgliv in z njimi izvedli Se vsa
nadaljnja testiranja.

3.2.1.1 Priprava hranilnega ga@js

Kot hranilni medij smo uporabili krompirjev glukozagar (PDA — potato dextrose agar —
DIFCO Laboratories, USA). Hranilno goj& smo pripravili po navodilu proizvajalca, za
1,0 L destilirane vode smo potrebovali 39 g hrasgim gojiga v prahu. Pripravili smo
hranilno gojig§e za 150 epruvet po 10 mL hranilnega d@jj¥ako da smo skuhali kaiino
1700 mL gojiga. Stehtali smo 66,3 g hranilnega g@isv prahu, ter mu dodali nekaj
destilirane vode ter dobro premesali. Preostansklidene vode smo zavreli v loncu, ter
mu dodali meSanico destilirane vode in PDA. Vsepsikismo mesSali, saj se ne sme prijeti
in prismoditi, dokler ni hranilni medij zopet zalr@ako pripravljen hranilni medij smo
nalili v epruvete. Pri tem smo si pomagali z pipetokatero smo v vsako epruveto
odpipetirali 10 mL PDA goji&. Epruvete smo zavili v aluminijasto folijo in jgostavili v
stojalo. Stojala smo zlozili v avtoklav (slika 1ih) avtoklavirali 15 minut pri temperaturi
121°C oziroma 1,5 bara. Po avtoklaviranju smo egtenprenesli v laminarifslika 11).
Kasneje smo ponovili test za Se nizje koncentraziggo smo potrebovali Se dodatnih 85
epruvet. Stehtali smo 33,15 g suhega hranilneg&cgoin 850 mL destilirane vode, ter
ponovno skuhali ter avtoklavirali.

Slika 11: Avtoklav (levo) in Laminarij (desno)



24

Rupnik L. Uporaba z glivami razkrojenega lesa zdiltiacijo vode onesnazene z bakrovimi spojinami.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotatiSka fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2010

3.2.1.2 Priprava vodnih raztopin TBTO

Za presejalni test smo pripravili raztopine TBT®@es$jalnega testa za baker nismo delali,
ker je bil Ze veékrat izveden (Malna& 2001; Pohleven in sod., 2001; Humar in sod.,
2004) in smo podatke povzeli po teh virih. Seznaon¢kih koncentracij TBTO-ja je
razviden iz preglednice 3.

Preglednica 3: Koncentracija kositra v hranilnerfisga ter merilnih bakah in pripadajée oznake

Oznaka Komina koncentracija Sn v go§id [ppm] | Koncentracija Sn v ki [ppm]
K 0 0
NNNN 2 200
NNN 5 500
NN 10 1000
N 25 2500
S 50 5000
\Y 100 10000
A% 250 25000

V 10 mL-trske bike smo zatehtali izéanane kokine TBTO-ja (G4Hs40Sn) ter prilili
destilirano vodo do oznake, jo zaprli z zamaSkonppimobro pretresli, da se je vsebina
premesala.

V vroce, tek@e sterilno hranilno gojt& smo pod sterilnimi pogoji v laminariju z
mikropipeto dodali 10QiL raztopine in premesali. Nato smo epruvete zapftilijo in jih
pustili v laminariju, nagnjene pod kotom 30° (slik), da se je hranilno go§ strdilo.

o

Slika 12: Hlajenje priravljenega hranilnega g&is

3.2.1.3 Inokulacija hranilnega gaj&z izbranimi kulturami gliv

V laminarij smo zlozili petrijevke s Startnimi kulami izbranih gliv in epruvete z
hranilnim goji€em. Nato je sledila inokulacija (slika 13) hranilpedlage z izbranimi
kulturami lesnih gliv (pisana ploskocevkalrémetes versicolor), ogljena kroglica
(Hypoxylon fragiforme), bukov ostrigar Rleurotus ostreatus), bela hiSna gobaAgtrodia
vaillantii), navadna tramovkas{oeophyllum trabeum)). 1z petrijevke z izhodi&o kulturo
smo vzeli ko&ek Ze zraslega micelija dalene glive ter ga s ponjo Spatule sterilno
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prenesli na hranilno gojig v epruveti. Epruvete smo zaprli s folijo in jibgtavili v stojala
in stojala postavili v rastno komoro s tempera260°C in relativno zréno vlaznost 75 %.
Inolukirane epruvete smo v komori inkubirali Sest. d

Slika 13: Inokulacija hranilnega gaoj& v epruveti
3.2.1.4 Postopek ocenjevanja rezultatov

Odpornost gliv smo dot@li na podlagi vizualne ocene priéasja kulture micelija. 1zmed
petih kontrolnih gliv smo izbrali epruveto s powame rastjo,ki nam je sluzila za
primerjavo. Prirast smo ocenili z ocenami od engeto Ocena ena je pomenila, da micelij
glive na testnem gogi prira¥a enako kot kontrola. Z oceno pet smo @dh@opolno
inhibicijo rasti (micelij se sploh ni obréadl) (preglednica 4). Ocenjevali smo Sesti dan od
inokulacije. Kortna ocena je povpége ocen vseh epruvet ene glive iste koncentracije
raztopin.

Preglednica 4: Vizualne ocene pritadja micelija gliv
Ocena prira&anja micelija Opis
1 raste enako kot kontrola — pritagje brez zaviranja
2 komaj opazno zaviranje rasti
3 masno zaviranje rasti
4 gliva komaj uspeva
5 popolna zaustavitev rasti - gliva ne raste

3.2.2 lzvedba postopka biofiltracije
3.2.2.1 Priprava goji& - substrata

V kad smo dali tri dele bukovih skobljancev, trielemrekove Zagovine ter polowi del
otrobov (10 %) (del je znaSal priblizno 600 g inbjemerjen z merilno posodo). Zetna
vlaznost meSanice je bila 7 %. Substratu smo dodamld, da smo navlazili in pridobili
primerno vlaznost za rast gliv. Sestavine smo algivemesSali in napolnili propilenske
vrecke, ki smo jih zaprli s tulcem in vato. Tako pripljane vr&e smo tri ure avtoklavirali
(ter 30 minut segrevanje) pri temperaturi 121 °@amaa tlaku 1,5 bara. Ko se je substrat
ohladil smo ga inokulirali z glivami ogljena krogé Hypoxylon fragiforme) in bela hiSna
goba Antrodia vaillantii), z izjemo kontrole, ki smo jih izbrali na podlalfieraturnih
podatkov o presejalnih testih. Inokulirana g&giSin kontrolo smo postavili v rastno
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komoro s temperaturo 25 °C tialativho zr&no vlaznostjo 75 % za Sest tednov (slika 14).
Med tem¢asom, smo u«ikrat pregnetli vrée, da se je micelij lepo enakomerno razraeel
ves substrat (slika 15).

Slika 15: Gojige preraslo z miclljem ogljene krogliddypoxylon fragiforme) po Sestih tednih.
3.2.2.2 Priprava raztopin

Za biofiltracijo smo uporabili le bakrove vodne t@ane, kositrove so bile preve
ucinkovite in so zavrle rast zZe v relativno nizkih nkentracijah (1 ppm). Zaradi
eksperimentalnih omejitev (meja detekcije) speketren XRF, slabe topnosti TBTO v
vodi, je bila izvedba postopka biofiltracije kosith spojin nemogéa.

Za pripravo bakrovih raztopin smo uporabili raak koncentracije bakrovega(ll) sulfata
(CuSQx5H,0) (modra galica), kot je razvidno iz preglednice 5

Potrebno koliino bakrovega(ll) sulfata smo na tehtalni ladji@lufminijasta folija)
zatehtali na elektronski tehtnici in vsakeg&eloo vsuli v 1000 mL merilno ko in
razredili do znake in temeljito premesali.
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Preglednica 5: Koncantracije raztopin za biofilijac

Koncentracija Cuv 1 L vodne| Masa Cu merilni Masa CuSQv merilni
raztopine[ppm] bucki [g/L] bucki [g/L]
100 0,1 0,3929
50 0,05 0,1965
25 0,025 0,0982
10 0,01 0,0393
5 0,005 0,0196

3.2.2.3 Izvedba biofiltracije

V 350 mL steklen koz&ek (slika 16) smo zatehtali 10 g substrata (vidéenvlazen les +
micelij, suh les, suh les + micelij). Substrat sprelili s 100 mL vodne raztopine modre
galice razlénih koncentracij (preglednica 5) ter pustili namtakazlicen ¢as (5 minut, 15
minut, 45 minut, 7 dni, 14 dni). Kozarci so bili th@amakanjem zaprti. Po déémem
¢asu smo vsebingaSe s pomio vodnecrpalke prefiltrirali (slika 17) in dobljeno tekimo
shranili za nadaljnjo analizo. Substrat, ki je bsta filtru, smo dodatno izprali s 3 dL
destilirane vode. Po kéanem filtriranju smo substrat 24 ur susSili pri tesrgiuri 103 °C
(slika 18).

Slika 16: Namakanje substrata v rézih vodnih raztopinah bakrovega sulfata
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Slika 17: Filtriranje substrata s potfio vakuuma

L

!

Slika 18: Susilnik v katerem smo pri 103 °C posisiibstrat

3.2.3 Rentgenska fluorescaima analiza (XRF)

Najveija prednost rentgenskega fluorestreega spektrometra je, da za analizo ne zahteva
drage in dolgotrajne priprave vzorcev (slika 19pvDlj je ko¥ek vzorca in Ze lahko
ugotovimo s kaksSno sestavo anorganskih snovi jlesilmpregniran (Humar, 2007).
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Osnova metode XRF temelji na vzbujanju (ioniza@fymov (predvsem v K in L orbiti) in
nato relaksacija vzbujenega (ioniziranega) atomaractesu relaksacije (prehod atoma v
osnovno stanje) odda vzbujen atom sprejeto energgb fluorescetno oziroma
karakteristtno sevanje, kar neposredno sluzi za d&mbge kvalitativne in kvantitativhe
sestave vzorcev (Humar, 2007).

Aparatura XRF je zelo fleksibilna in jo po potrelsihko uporabliamo za vse vrste
materialov (papir, lepilo, usnje, kamnine, bioloskiorci...). Analiziramo lahko tudi
bioloSke vzorce z visoko vsebnostjo vode (micdlijey hranilna goji§a, rastline, zemlja).
S to napravo je mozno dditi tudi vsebnost posameznih elementov v tékah, kot so na
primer zasitni pripravki za les, odpadne vode, izpirkiPoleg analize za&fenega lesa je,
tehnika XRF primerna tudi za analizo odsluzenega,lesaj lahko hitro in natamo
dola¢imo vsebnost anorganskih onesnazeval ter na poiagiezultatov dokbkmo namen
uporabe (Humar, 2007).

Pri rentgenski fluorescenci atome vzbujamo s fotomazlikujemo po vzbujanju:

» rentgensko fluorescenco z radioizotopskim vzbupan(XRF), pri cemer atome
vzbujamo z radioaktivnimi izvori kor so na primetFe, *°°Cd, **Am
(monokromatsko vzbujanje).

* rentgensko fluorescenco z vzbujanjem z rentgenskianiki, ki izhajajo iz
rentgenske cevi (polikromatsko vzbujanje (HumafQ70

Z metodo lahko dokamo vse elemente od Mg (12) do U (92) v prasndtilihy in tekaih
vzorcih. Koncentracije zaznavnosti za elementeamakim Stevilom od 20 do 40 so 3
ppm, za elemente z atomskim Stevilom od 40 do 90Qoppm. Na sploSno smatramo, da
je rentgenska fluorescenca primerna za &oige viSjin koncentracij (0,01 % — 70 %).
Meja zaznavnosti je zelo odvisna tudi od osnovnelgaenta (matriksa). V organskih
spojinah in lahkih matriksih (npr. aluminiju in 8s lahko dolédgamo tudi nizke
koncentracije elementov, medtem ko je v tezjih rkaitn (kamen, jeklo) to tezje (Humar,
2007).
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3.2.3.1 Priprava vzorcev

Iz posuSenega substrata, ki smo ga pridobili pofilbiaciji, smo s stiskalnico (slika 20) s
pritiskom 12 ton, po 10 minutah stiskanja izdefablete za analizo XRF (slika 21).

Slika 20: Stiskalnica za izdelavo tablet za anaXK&F

Slika 21: Sestavni deli modela za izdelavo tabigirimer tableta iz lesa

Tekcatine pridobljene pri postopku biofiltracije smo plielv predhodno pripravijene
aluminijastecaSe za analizo XRF (slika 22).
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Slika 22: Predhodno pripravljetaSe z raztopino pred analizo XRF
3.2.3.2 Postopek analize XRF

V rentgenskem fluorescé&mem spektrometru (XRF) smo vzporedno dalo vsebnost
bakra desetim vzorcem (tableti ali téko), ki smo jih vstavili v napravo (slika 23).
Stisnjene lesene vzorce in predhodno pripravljeorakke s tekdino smo postavili
vsakega Vv svojo posodico. Na dno posodice smo inpfaaticno folijo (Mylar, Oxford
Instruments). Na ekranu (slika 24) smo oStdévivzorce in izbrali Zelen postopek analize,
v naSem primeru analizo Cu v lesu 1 - 5000 ppntigajen les, ter Cu v vodi 5 - 800 ppm
za odpadno vodd?o kortani analizi smo dobili koncentracijo bakra v lesuvaodpadni
vodi izraZeno v ppm (1 ppm = 1@6).

Slika 23: Notranjost spektrometra XRF
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Slika 24: Programski vmesnik spektrometra XRF
3.2.4 Merjenje pH vrednosti

Zanimalo nas je kakSna je razlika v pH vrednostedprin po filtraciji, saj so
mikroorganizmi v bioloskikgistilninh napravah ofutljivi tudi na preve kislo ali preve

bazeno okolje.

Za merjenje pH smo uporabili pH meter Metrom 827 lpAB (slika 25). Pred merjenjem
smo pH meter umerili s pufroma vrednosti pH 4 inpplo navodilih proizvajalca.

Slika 25: pH meter Metrom 827
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA
4.1 PRESEJALNITEST
4.1.1 Vpliv organo kositrovih spojin na rast lesnihgliv

S presejalnim testom smo dailo vpliv TBTO v hranilnem gojigu na rast micelija glive.
Pri razlicnih koncentracijah kositra so izolati gliv razlo priragali. Vizualno ocenjevanje
smo ocenili Sesti dan po inokulaciji gliv na hrawilgojige.

Najprej smo izvedli presejalni test na hranilnihigoh, ki so vsebovali 10, 25, 50, 100 in
250 ppm kositra. Po Sestih dneh smo ugotovili, davse glive pri vseh koncentracijah
mocno ali povsem zavrte. Le pri 10 ppm kositra v Hraam goji€u je bilo opazeno da
nekatere glive komaj uspevajo in sicer pisana moskka Trametes versicolor) (slika 26
in 27), ogliena kroglica Hypoxylon fragiforme) (slika 28) ter navadna tramovka
(Gloeophyllum trabeum) (slika 31 in 32). Medtem ko je bukov ostrigaPldurotus
ostreatus) (slika 29) Se vedno ntoo zavrt ter je bila opazena rast samo naccepiri bel
hiSni gobi Antrodia vaillantii) (slika 30) pa je bila rast mino zavrta tudi pri 10 ppm
kositra v hranilnem goji&l. Zato smo se odidi test ponoviti Se pri nizjih koncentracijah
(2 ppm in 5 ppm). Pri nizjih koncentracijah kosititowspojin v hranilnem goji&l, smo
ugotovili, da tudi pri tako nizki koncentraciji usya le ogljena kroglicaHypoxylon
fragiforme), ostale glive pa so bile miwo zavrte (preglednica 6).

Preglednica 6: Vizualne ocene pritasja gliv v odvisnosti od koncentracije TBTO v hiaem gojigu
Gliva Oznaka Koncentracija kositra [ppm]
0 2 5 10 25| 50| 100 25D

kontrola NNNN NNN NN N S Vi W
Vizualna ocena prirganja

pisana ploskocevka Tv 1 okuZemo okuZeno il -5 -5 5 5
ogljena kroglica Hf 1 3 4 4 -5 -5 5 5
bukov ostrigar Plo 1 4,5 5 -5 5 5 5 5
bela hiSna goba Rv 1 4,5 -5 4,5 4,5 5 5 5

navadna tramovka &t 1 4.5 5 4 -5 -5 -5 5

Opombe: Dodali smo novo oceno -5, ki opisuje rast@ na cegu, ne pa tudi na gogs
(kositer verjetno ni difundiral po cefi navzgor proti glivi).

Zanimivo je tudi rjavo obarvanje hranilnega ge&gis(slika 32) pri goji&h z dodanim
kositrom po kontaktu z glivo navadno tramovka geophyllum trabeum). Razlogov za to
obarvanje ne znamo razloziti. Pri pisani ploskocekametes versicolor) je gliva na

koncentraciji kositra oZgan (slika 27).
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Slika 26: Rast pisane ploskocevKedmetes versicolor) na hranilnem mediju brez dodanega kositra
(kontrola) (K=0 ppm) in hranilnem mediju z NN=10mppN=25 ppm, S=50 ppm, V=100 ppm, VV=250 ppm
kositra v obliki organo kositrovih spojin

Slika 27: Rast pisane ploskocevla'ea(metersicolor) na hranilnem goji&i pri koncentraciji 100 ppm
(levo) in 250 ppm kositra (desno)
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Slika 28: Rast ogljene kroglicélypoxylon fragiforme) na hranilnem mediju brez dodanega kositra (kdatro
(K=0 ppm) in hranilnem mediju z NN=10 ppm, N=25 p@®+50 ppm, V=100 ppm, VV=250 ppm kositra v
obliki organo kositrovih spajin

Slika 29: Rast bukovega ostrigarfaidurotus ostreatus) na hranilnem mediju brez dodanega kositra
(kontrola) (K=0 ppm) in hranilnem mediju z NN=10mppN=25 ppm, S=50 ppm, V=100 ppm, VV=250 ppm
kositra v obliki organo kositrovih spojin
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Slika 30: Rast bele hiSne gob&n{rodia vaillantii) na hranilnem mediju brez dodanega kositra (kdatro
(K=0 ppm) in hranilnem mediju z NN=10 ppm, N=25 pg®+50 ppm, V=100 ppm, VV=250 ppm kositra v
obliki organo kositrovih spojin

Slika 31: Rast navadne tramovkel geophyllum trabeum) na hranilnem mediju brez dodanega kositra
(kontrola) (K=0 ppm) in hranilnem mediju z NN=10mppN=25 ppm, S=50 ppm, V=100 ppm, VV=250 ppm
kositra v obliki organo kositrovih spojin
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Slika 32: Obarvanje hranilnega ga@gSpri navadni tramovkiGloeophyllum trabeum) brez kositra (leva
epruveta) in s 250 ppm kositra (desna epruveta)

Ugotovili smo, da kositer ze pri zelo nizkih kontracijah m@no ali popolnoma zavre rast

vseh gliv, ki smo jih uporabili v preizkusu. Zate primeren za izvajanje postopkov

biofiltracije saj glive ne bi bile sposobne prerastbstrata s kositrom in zato niso primerne
za eksperimentalno delo v naSem laboratoriju, ikag jspektrometrom XRF ne moremo
zaznati. Poleg tega so se med izvajanjem presggltessta pojavile tezave, s topnostjo
tekatine... Zaradi omenjenih razlogov, smo se a@illp da bomo preizkuse za biofilter

nadaljevali le z bakrom in bakrovimi spojinami.

4.1.2 Vpliv bakrovih spojin na rast lesnih gliv

Presejalnega testa za bakrove spojine nismo izvkdti je bil Ze velikokrat izveden.
Potrebne podatke smo povzeli iz obstjeraziskav (Malnati, 2001; Pohleven in sod,
2001; Humar in sod., 2004).

4.2  UCINKOVITOST BIOFILTRACIJE BAKROVIH PRIPRAVKOV

Biofiltracijo bakrovih spojin smo izvedli na subetin prera&enem z belo hiSno gobo
(Antrodia vaillantii), ogljeno kroglico KHypoxylon fragiforme) in plesnijo. Za belo hiSno
gobo je znéilna velika toleranca na bakrove spojine, kar sep@rdilo v preteklem
eksperimentalnim delu (Maln&ri2001; Pohleven in sod, 2001; Humar in sod., 2004)
Ogljeno kroglico smo Vkljgili, ker se je v preteklosti izkazala za izrednainaivo glivo,

ki je sposobna razgradnje substratov, ki jih ostillee ne razkrajajo (Humar in sod.,
2008).

Koli¢ino vezanega bakra in preostanek bakra v vodi smolcii z rentgensko
fluorescekino analizo (XRF), ki smo jo opisali v poglavju 82Rezultate smo prikazali v
dveh oblikah: v odvisnosti odasa, ter v odvisnosti od uporabljene glive za poddb
obdelavo substrata.
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4.2.1 Vplivéasa namakanja na @inkovitost biofiltracije

Pri biofiltraciji se je kontrolni substrat, ki niilopreragen z glivami, véini primerov
obnesel bolje od substrata, ki je bil pred bidditijo prera&en z micelijem ogljene
kroglice Hypoxylon fragiforme), oziroma bele hiSne gobéArtrodia vaillantii). Po
nakljucju, ker se je ena od Wik s kontrolnim substratom okuzila s plesnijo, smo v
eksperiment vkljaili tudi ta substrat. Izkazalo se je, da se na sabstkuzen s plesnijo,
veze precej \e bakra kot na tistega ki ga je prerasla oglienaglikta (Hypoxylon
fragiforme) oziroma bela hiSna gobArtrodia vaillantii).

4.2.1.1 Winkovitost biofiltracije po petih minutah namakanja

Rezultati kratkotrajnega namakanja (5 minut) sogzek, da se v kontrolo in substrat s
plesnijo veze v&bakra, kot v substrat okuzen z ogljeno kroglielydoxylon fragiforme)
ter belo hiSno goboAftrodia vaillantii). Substrat prer&én z micelijem bele hiSne gobe
(Antrodia vaillantii) je absorbiral najmanj Cu iz raztopine s 50 ppm\Zilesu smo zaznali
le 86 ppm bakra (slika 33). Po drugi strani, smdpntrolnem substratu, ki smo ga 5 min
namakali v vodno raztopino s 50 ppm Cu, doidkar 282 ppm bakra. Po 5 minutah
namakanja substrata v vodno raztopino s 100 pprmabaita bili vsebnosti bakra v
substratu, prer&gnem z belo hiSno gobo in ogljeno kroglico, prignrlOba substrata sta
absorbirali okoli 200 ppm Cu. Najbolj sta bil&inkovita kontrolni in s plesnijo prerésn
substrat. Po 5 minutah namakanja smo v kontrolndwstgatu doldili kar 596 ppm bakra
(slika 33, preglednica 7).
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Slika 33: Povpréna koncentracija bakra v substratu okuzenem zmiiyep petih minutah namakanja v
vodne raztopine razinih koncentracij
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Preglednica 7: Povptea koncentracija bakra v substratu po petih minutaimakanja, ter koncentracija
bakra v vodi po namakanju.

Gliva, ki je Zatetna koncentracija Cu v Povpré&je Cu v vodi | Povpreje Cu v
preragala substrat Oznaka vodi [ppm] po biofiltraciji [ppm] | substratu [ppm
0 0* 0*
kontrola K 50 41 282
100 86 596
. _ 0 0* 0*
ogljena kroglica Hf 50 44 223
100 97 207
_ 0 0* 0*
bela hiSna goba 50 51 36
100 99 218
0 0* 0*
plesen D 50 42 256
100 81 549

* pod mejo detekcije.
4.2.1.2 inkovitost biofiltracije po petnajstih minutah nakaaja

Rezultati 15 minutnega namakanja so bili podobnigkdo5 minutnem namakaniju, le da je
bila koncentracija Cu v substratu nekoliko viSjanBvno je bil substrat prergh z belo
hiSno gobo Antrodia vaillantii) najmanj winkovit, saj smo po 15 min namakanja v
raztopini s 100 ppm bakra v substratu zaznali |d 2Z®pm bakra. Nekoliko visje
koncentracije smo dotdi pri substratu okuzenem z ogljeno kroglico (3&2m bakra) po
namakanju v raztopini s 100 ppm Cu. Ponovno pa sajegt Cu dolaili v kontrolnem
substratu, kjer je bilo kar 807 ppm bakra po nampka raztopino s 100 ppm bakra (slika
34, preglednica 8).
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Slika 34: Povpréna koncentracija bakra v substratu okuzenem zmiiye petnajstih minutah namakanja v
vodne raztopine razinih koncentracij
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Preglednica 8: Povp¥aa koncentracija bakra v substratu po petnajstifutah namakanja, ter koncentracija
bakra v vodi po namakanju.

Gliva, ki je Za¢etna koncentracija Cu v Povpreéje Cu v vodi po| Povpreje Cu v
preragala substrat Oznaka vodi[ppm] biofiltraciji [ppm] substratu [ppm
0 0* 0*
kontrola K 50 43 369
100 77 807
. _ 0 o* 0*
ogljena kroglica Hf 50 40 256
100 90 382
_ 0 o* 0*
bela hiSna goba 50 49 99
100 99 231
0 0* 0*
plesen D 50 39 330
100 77 731

* pod mejo detekcije.
4.2.1.3 Winkovitost biofiltracije po petinstiridesetih mirait namakanja

Tudi po 45 minutnem namakanju r&mih substratov v raztopine bakra smo opazili
podobne rezultate kot po 5 min in 15 min. Razliksgele v tem, da smo po namakanju v
raztopino s 100 ppm Cu, v plesnivem substratudlolwajviSje vsebnosti Cu. Vsebnost Cu
pri plesnivih substratih je tako znaSala 880 ppm kpntrolnem pa 863 ppm bakra. Pri
uporabi plesnivega substrata se je iz vodeilddudi najve bakra, iz zé&etnih 100 ppm,
jih je v vodi po biofiltraciji ostalo le Se 73 ppbakra. NajslabSe se je ponovno izkazal
substrat okuzen z belo hiSno gobo s komaj 270 pprpdCnamakanju v vodni raztopini s
100 ppm Cu. Nekoliko dinkovitejSi je bil substrat inokuliran z ogljenodglico, kjer smo
zaznali 588 ppm bakra (slika 35, preglednica 9).
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Slika 35: Povpréna koncentracija bakra v substratu okuzenem z miiyep petinstiridesetih minutah
namakanja v vodne raztopine rénih koncentracij
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Preglednica 9: Povptea koncentracija bakra v substratu po petinStigtiesminutah namakanja, ter
koncentracija bakra v vodi po hamakaniju.

Gliva, ki je Za¢etna koncentracija Cu|v Povpréje Cu v vodi | Povpreje Cu v
preragala substrat Oznaka vodi [ppm] po biofiltraciji [ppm] | substratu [ppm
0 0* 0*
kontrola K 50 39 436
100 74 863
. _ 0 0* 0*
ogljena kroglica Hf 50 38 381
100 82 588
_ 0 0* 0*
bela hiSna goba Pv 50 50 100
100 98 270
0 0* 0*
plesen D 50 36 384
100 73 880

* pod mejo detekcije.
4.2.1.4 inkovitost biofiltracije po sedmih dneh namakanja

Kratkotrajni eksperimenti so pokazali, da se v tdikatkem obdobju iz vode izo
relativno malo bakrovih d¢inkovin. Zato smo postopek biofiltracije v podaljSali na 7
dni oziroma 14 dni. Poleg tega smo v eksperimetjudik Se vodne raztopine z nizjo
koncentracijo bakra, saj odpadne vode pogosto ysebtudi nizje koncentracije tezkih
kovin.

Prav tako, smo pri daljSibasih namakanja, poleg vlaznega, uporabili tudi @dsusen)
substrat. S tem smo Zeleli preveriti, ali mrtev ehjospliva na vezavo bakra v les. Izkazalo
se je, da je posuSen substrat, ki je bil okuzelegngo, najbolj dinkovit pri vezavi bakra v
substrat. S prakihega stali& bi bilo za biofiltracijo laze uporabiti suh sulagf saj ga laze
skladi€imo in ima daljSo zivljenjsko dobo od vlaznega.

Po 7 dneh namakanja neposuSenega substrata, swe hakra doldili v kontrolnem
substratu (1429 ppm). Po 7 dneh namakanja v vatopini s 100 ppm Cu je v vodi
ostalo manj kot polovica (42 ppm) bakra. Ronlkovitosti, sledi kontrolnemu substratu
substrat prerasel s plesnijo (1225 ppm) n&mov raztopino s 100 ppm Cu. Substrat,
okuzen z ogljeno kroglico, je pri &ini koncentraciji 100 ppm bakra navzel 950 ppm
bakra. Najmanj bakra smo doéllb v substratu, ki ga je prerasla bela hiSna gder, smo
dolccili le 358 ppm po sedemdnevnem namakanju v raziopidl00 ppm (slika 36,
preglednica 10).

Pri 7 dnevnem biofiltriranju, smo uporabili tudizje koncentracije bakra v raztopinah in
sicer Se vodne raztopine bakra s 5, 10 ter 25 fpnsmo skoraj v vseh primerih opazili,
da se je iz vode iztila vetina bakra, kar je bil tudi nas namen. Substrataagtena z
ogljeno kroglico in plesnijo sta bila najbol§inkovita. Koncentracija Cu v vodi je tako iz
zaetne koncentracije 5 ppm, padla na 1 ppm. Reta koncentraciji 10 ppm in 25 ppm,
pa se je kot naflinkovitejSi izkazal substrat prerasel s plesnig, 8no v tem primeru iz
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vode odstranili v& kot polovico bakra. 1z izhodife koncentracije 25 ppm je po
biofiltraciji v vodi ostalo le 8 ppm (preglednica)
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Slika 36: Povpréna koncentracija bakra v substratu okuzenem zmiiye sedmih dneh namakanja v vodne
raztopine raztinih koncentracij

Preglednica 10: Povp¥ea koncentracija bakra v substratu po sedmih draghakanja, ter koncentracija
bakra v vodi po namakanju.

Gliva, ki je Za¢etna koncentracija Cu Povpré&je Cu v vodi | Povpreje Cu v
preragala substratl Oznaka v vodi [ppm] po biofiltraciji [ppm] | substratu [ppm]
0 0* 0*
kontrola k 50 18 812
100 42 1429
0 0* 0*
5 1 100
ogliena kroglica Hf 10 5 205
25 13 421
50 37 552
100 79 950
0 0* 0*
5 3 51
bela hiSna goba Pv 10 7 112
25 23 97
50 45 177
100 94 358
0 0* 0*
5 1 110
plesen p 10 4 225
25 8 518
50 27 675
100 62 1225

* pod mejo detekcije.
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Pri posuSenem substratu, ki smo ga namakali 7pdnje plesniv substrat krepko presegel
kontrolnega. V s plesnijo pretghem substratu smo po 7 dneh namakanja v vodi s 100
ppm Cu dolgili kar 2099 ppm, v vodi pa je ostalo le 39 ppm taakPosusen kontrolni
substrat je po 7 dneh namakanja v vodi s 100 ppraliSarbiral le malo wekot neposusen

in sicer 1481 ppm. Substrat pref@3 z ogljeno kroglico je bil najbolj uspesen ptiiréiciji

vode s 50 ppm Cu, kjer je absorbiral 965 ppm baRtdostrat prer@gn z belo hiSno gobo

je bil ponovno najmanjdinkovit. Po 7 dneh namakanja v vodi s 100 ppm Ca sriltratu
dolccili komaj 501 ppm bakra (slika 37, preglednica 11).
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Slika 37: Povpréna koncentracija bakra v posusenem substratu okuzerglivami po sedmih dneh
namakanja v vodne raztopine rénih koncentracij
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Preglednica 11: Povpfea koncentracija bakra v posuSenem substratu pmisedneh namakanja, ter
koncentracija bakra v vodi po hamakaniju.

Gliva, ki je Za¢etna koncentracija Cu Povpreje Cu v vodi | Povpré&je Cu v
preragala substrat Oznaka v vodi [ppm] po biofiltraciji [ppm] | substratu [ppm
0 4 0*
kontrola k 50 17 854
100 40 1481
0 0* 0*
5 0* 106
ogljena kroglica Hf 10 3 232
25 13 293
50 19 965
100 68 977
0 1 0*
5 5 34
bela hiSna goba Pv 10 9 73
25 23 122
50 46 282
100 98 501
0 0* 0*
5 1 119
plesen p 10 o* 251
25 6 519
50 22 960
100 39 2099

* pod mejo detekcije.
4.2.1.5 Winkovitost biofiltracije po Stirinajstih dneh naneaka

Po 14 dnevni biofiltraciji je priSlo do nekaj ¥sprememb, kot pri krajSitasih. Posusen
substrat, prer&eén z ogljeno kroglico, je bil dinkovitejSi od suhega kontrolnega. Tudi
posusSen substrat inokuliran z belo hiSno gobo ljghibiofiltraciji vode s 50 ppm Cu,
nekoliko winkovitejSi. Kakorkoli, plesniv substrat je bil \s&h primerih naginkovitejsi.
Pricakovano so bili posuSeni substrati boljSi kot neigesi (slika 38, preglednica 12).

Svezi plesnivi substrati so bili pri vseh konceaijgh najbolj uspesni, pri filtraciji najvisje
koncentracije vodne raztopine Cu (100 ppm) je plesubstrat absorbiral 1976 ppm
bakra, v vodi pa ga je ostalo le 26 ppm. Sledkqgatrolni substrat, kjer smo po 14 dneh
namakanja v vodi s 100 ppm Cu, dolol825 ppm bakra v substratu. Substrat prerasel z
ogljeno kroglico je po 14 dneh namakanja v vodi0O® ppm Cu absorbiral 1306 ppm
bakra. Najmanj pa je pri tej koncentraciji Cu v yoabsorbiral substrat prerasel z belo
hiSno gobo (999 ppm) (slika 38).
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Slika 38: Povpréna koncentracija bakra v substratu okuzenem zmiliym Stirinajstih dneh namakanja v
vodne raztopine raziih koncentracij

Preglednica 12: Povptea koncentracija bakra v substratu po Stirinajdtieh namakanja, ter koncentracija
bakra v vodi po namakanju.

Gliva, ki je a\t Zacetna koncentracija Cu v Povpré&je Cu v vodi | Povpréje Cu v
preragala substrat Oznaka vodi [ppm] po biofiltraciji [ppm] | substratu [ppm
0 1 0*
kontrola k 50 16 1126
100 34 1825
0 1 0*
ogljena kroglica Hf 50 36 725
100 69 1306
0 0* 0*
bela hiSna goba| Pv 50 42 458
100 76 999
0 1 1
plesen p 50 12 1182
100 26 1976

* pod mejo detekcije.

PosusSeni substrat, je po 14 dneh biofiltracije odes odstranil najweCu. Poleg tega pa
smo v primerjavi z ostalimi izvedenimi testi opaniajvec sprememb. Gledecinkovitosti
plesnivega substrata, ni bilo sprememb. Po 14 daetakanja v vodi s 100 ppm Cu je bilo
v tem substratu kar 2696 ppm bakra. Pri 50 ppm Gudi smo v kontrolnem substratu
dolacili najmanj Cu in sicer le 955 ppm. Bolgimkoviti so bili celo substrati prerasli z
ogljeno kroglico (1164 ppm Cu), belo hiSno gobo74dpm Cu) in plesnijo (1332 ppm
koncentraciji bakra v vodi (100 ppm). Tako smo bsatu, preraslem z belo hiSno gobo,
dolccili 1342 ppm Cu, sledi kontrolni substrat s 1659mppbsorbiranega bakra, substrat
okuzen z ogljeno kroglico s 2150 ppm Cu, najvisgebnost bakra (2696 ppm) pa smo
dolccili pri plesnivem substratu (preglednica 13, sl3&y.
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14 dnevna biofiltracija je iz vode iZliba najvet bakra. Po biofiltraciji vode s 50 ppm Cu s
plesnivim substratom, ga je v vodi ostalo le 10 ppafiltraciji vode s 100 ppm, pa ga je v
vodi ostalo le Se 18 ppm.
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Slika 39: Povpréna koncentracija bakra v posusenem substratu okuzerglivami po Stirinajstih dneh
namakanja v vodne raztopine r&nlh koncentracij

Preglednica 13: Povpfea koncentracija bakra v posuSenem substratu poagstih dneh namakanja, ter
koncentracija bakra v vodi po hamakaniju.

Gliva, ki je aL Zacetna koncentracija Cu v Povpreje Cu v vodi | Povpréje Cu v
preragala substrat Oznaka vodi [ppm] po biofiltraciji [ppm] | substratu [ppm
0 5 0*
kontrola k 50 13 955
100 35 1659
0 0* 0*
ogliena kroglica | Hf 50 8 1164
100 22 2150
0 2 0*
bela hiSna goba| Ppv 50 15 1174
100 65 1342
0 2 0*
plesen p 50 10 1332
100 18 2696

* pod mejo detekcije.
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4.2.2 Vpliv prera&anja substrata z glivami na uspeh biofiltracije

V drugem delu smo rezultate biofiltracije povezpb posameznih glivah, da bi tako
jasneje prikazali vpli¢asa filtracije na uspeh biofiltracije.

4.2.2.1 Vplivecasa namakanja na uspeh biofiltracije s kontrolnatysratom

Rezultati biofiltracije z neokuzenim substratom gukazali, da se je ze v sam substrat
vezalo veliko bakra ter ga je v vodi ostalo doséinin kot ga je bilo na zatku (slika 40,
41 in 42). To dejstvo dobro izkot&mo pri impregnaciji lesa z bakrovimi pripravki.

Med drugim nas je zanimal vpliv vlaznosti substnagaabsorpcijo Cu. Predvidevali smo,
da bo absorpcija bakra pri posuSsenem substratokavitejSa. Proti ptiakovanju so
rezultati pokazali, da pri neposusenem neokuzendistitu dosezemo §e ucinkovitost
biofiltracije, kot pri posuSenem. Na primer, préemi koncentraciji bakra 100 ppmdasu
namakanja 14 dni je posuSen substrat absorbird ppHh bakra, neposusen pa kar 1825
ppm bakra. Tudi v vodi se je z daljSanjéasa biofiltracije padala koncentracija Cu. Po 5
minutnem namakanju neposusSenega substrata se za&amih 100 ppm koncentracija
bakra znizala na 86 ppm. Po tednu dni biofiltrisama se je kalina bakra v vodi
zmanjSala za vekot polovico, na 42 ppm bakra (slika 40, pregledri4).
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Slika 40: Povpréna absorpcija bakra v neinokuliran substrat v athgsi od koncentracije itasa
biofiltracije
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Preglednica 14: Povpfea absorpcija bakra v neokuZen substrat in konaeifdarv vodi po biofiltraciji v
odvisnosti odtasa, vlaznosti substrata in koncentracije bakehediZni vodni raztopini

5 Zacetna koncentracija Cu[vKoncentracija Cu v vodj Povpré&na koncentracija
Cas biofiltracije vodi [ppm] po biofiltraciji [ppm] Cu v substratu [ppm]
5 min 0 0* 0*
50 41 282
100 86 596
15 min 0 0* 0*
50 43 369
100 77 807
45 min 0 0* 0*
50 39 436
100 74 863
7 dni 0 0* 0*
50 18 812
100 42 1429
posusen 0 4 0*
7 dni 50 17 854
100 40 1481
14 dni 0 1 0*
50 16 1126
100 34 1825
posusen 0 5 0*
14 dni 50 13 955
100 35 1659

* pod mejo detekcije.

Slika 41: Nam&en neposusen kontrolni substrat (na levi) in nsangosusen kontrolni substrat (na desni)



49

Rupnik L. Uporaba z glivami razkrojenega lesa zdiltiacijo vode onesnazene z bakrovimi spojinami.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotatiSka fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2010

Slika 42: Kontrolni, neokuzen substrat stisnjeal®éto pripravijeno za meritev XRF

4.2.2.2 Vplivéasa namakanja na uspeh biofiltracije s substratamemim z glivo ogljeno
kroglico

Znano je, da glive potrebujejo baker v nizkih kamcacijah za rast. Vemo pa tudi, da so
glive bele trohnobe manj tolerantne na baker kategkjave trohnobe. Zato nas je
presenetilo, da je ogljena kroglica med postopkaofiltsacije, ne glede na koncentracijo,
Se vedno preraala (kjer micelij ni bil posusen) (slika 43, 444B).

Pri substratu prera8nem z ogljeno kroglico smo gje ucinkovitost biofiltracije dosegli s

posuSenim substratom. NeposuSen substrat, je mndHd biofiltracije z raztopino s 100
ppm bakra, absorbiral 1306 ppm, posusen pa kar gas0bakra. Pri tem je po biofiltraciji
v vodi ostalo le 22 ppm bakra.

Razlog za boljSodinkovitost daljSeg&asa namakanja je bila hidrofobnost micelija. Zaradi
vodo-odbojnosti je vodna raztopina tezje prehajdes, zato je biofiltracija verjetno
potekala pdasneje (slika 43, preglednica 15).
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Slika 43: Povpréna absorbcija bakra v substrat inokuliran z ogljlramlico (Hypoxylon fragiforme) v
odvisnosti od koncentracije tfasa biofiltracije
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Preglednica 15: Povptea absorpcija bakra v substrat okuZen z ogljenglicm (Hypoxylon fragiforme) in
koncentracija v vodi po biofiltraciji v odvisnostid ¢asa, vlaznosti substrata in koncentracije bakra v
izhodi&ni vodni raztopini

5 Za¢etna koncentracija Cu|vKoncentracija Cu v vodj Povpré&na koncentracija
Cas biofiltracije vodi [ppm] po biofiltraciji [ppm] Cu v substratu [ppm]
5 min 0 0* 0*
50 44 223
100 97 207
15 min 0 0* 0*
50 40 256
100 90 382
45 min 0 0* 0*
50 38 381
100 82 588
7 dni 0 0* 0*
5 1 100
10 5 205
25 13 421
50 37 552
100 79 950
posusen 0 0* 0*
7 dni 5 0* 106
10 3 232
25 13 293
50 19 965
100 68 977
14 dni 0 1 0*
50 36 725
100 69 1306
posusen 0 0* 0*
14 dni 50 8 1164
100 22 2150

* pod mejo detekcije.

Slika 44: Namoen neposusen (na levi) in nateo posusen (na desni) substrat okuZen z ogljengi&oo
(Hypoxylon fragiforme)
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Slika 45: Substrat okuZen z ogljeno kroglietypoxylon fragiforme) stisnjen v tableto pripravljeno za
meritev XRF

4.2.2.3 Vplivéasa namakanja na uspeh biofiltracije s substratbniemnim z glivo belo
hiSno gobo

Pri substratu prera8nem z belo hiSno gobo smodatkovali boljSe rezultate, saj je bilo iz
predhodnih objav razbrati, da ta vrsta ¢dovelike koltine oksalne kisline in spada med
bolj tolerantne lesne glive (Pohleven in sod., 2a8@mar in sod., 2004). V nasprotju s
pricakovanji smo doléli drugacne rezultate (slika 46).

Substrat, prer&en z micelijem bele hiSne gobe, se je pri v&dih biofiltracije in pri vseh
koncentracijah bakra v filtrirani vodi, obneseltsia od ostalih substratov. V vodi je ostala
vecina bakra. I1zjema je bil posuSen substrat, ki sad4 dni namakali v vodni raztopini s
50 ppm bakra (slika 46, preglednica 16).

Vzrok za ta pojav je lahko izvenc&li sluzast material (ECMM), ki dodatnaits hife gliv

pred strupenimi &inki bakra, tako da zmanjSuje prehod bakrovih iondife (Vesentini in
sod., 2007). NekakSna sluz se je videla v vzoreposuSenega substrata okuzenega z belo
hiSno gobo (slika 47 in 48).
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Slika 46: Povpréna absorpcija bakra v substrat inokuliran z bedmdigobo Antrodia vaillantii) v
odvisnosti od koncentracije tfasa biofiltracije
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Preglednica 16: Povptea absorpcija bakra v substrat okuZzen z belo hgotwo @Antrodia vaillantii) in
koncentracija v vodi po biofiltraciji v odvisnostid ¢asa, vlaznosti substrata in koncentracije bakra v
izhodi&ni vodni raztopini

5 Zatetna koncentracija Cu \ Koncentracija Cu v vodj Povpré&na koncentracija
Cas biofiltracije vodi [ppm] po biofiltraciji [ppm] Cu v substratu [ppm]

5 min 0 0* 0*
50 51 86

100 99 218
15 min 0 0* 0*
50 49 99

100 99 231
45 min 0 0* 0*

50 50 100

100 98 270
7 dni 0 0* 0*
5 3 51

10 7 112

25 23 97

50 45 177

100 94 358

posusen 0 1 0*
7 dni 5 5 34
10 9 73

25 23 122

50 46 282

100 98 501
14 dni 0 0* 0*

50 42 458

100 76 999

posusen 0 2 0*

14 dni 50 15 1174
100 65 1342

* pod mejo detekcije.

Slika 47: Namoéen neposusen (na levi) in natea posuSen (na desni) substrat okuzen z belo bidino
(Antrodia vaillantii)
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Slika 48: Substrat okuZen z belo hiSno gobuatrodia vaillantii) stisnjen v tableto pripravijeno za meritev
XRF

4.2.2.4 Vplivcasa namakanja na uspeh biofiltracije s plesnivibssatom

Substrat okuzen s plesnijo prvotno ni bil v plaaubrofiltracijo. Dodali smo ga, ker se je
ena izmed kontrolnih v substrata okuzila s plesnijo. Na podlagi mikrgmiee analize
sklepamo, da so substrat prerasle glive iz ®ehicillium sp. (slika 50 in 51). Izkazalo se
je, da je ta substrat bolj uspeSen pri absorpeikré, kot substrat pref@h z oglijeno
kroglico oziroma belo hiSno gobo.

Ugotovili smo, da absorpcija bakra enakomerno garasSnara&anjemcasa biofiltracije
(slika 49). PosuSen substrat pa se je v vseh pghreénesel bolje od neposusenega. Po 14
dnevnem namakanju substrata v vodno raztopino spp® Cu, je neposusen substrat
okuzen z plesnijo navzel 1976 ppm bakra, posusdmpa696 ppm bakra. Vzporedno pa
smo opazili tudi precejSen padec koncentracije da&kvodi, ki je premo-sorazmeréasu
namakanja (preglednica 17).
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Slika 49: Povpréna absorpcija bakra v plesniv substrat v odvisraskoncentracije idasa biofiltracije
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Preglednica 17: Povptea absorpcija bakra v plesniv substrat in konceijrav vodi po biofiltraciji v
odvisnosti odtasa, vlaznosti substrata in koncentracije bakzhediZni vodni raztopini

Koncentracija Cu v Povpre&na
5 Zatetna koncentracija Cu|v vodi po biofiltraciji koncentracija Cu v
Cas biofiltracije vodi [ppm] [ppm] substratu [ppm]
5 min 0 0* 0*
50 42 256
100 81 549
15 min 0 0* 0*
50 39 330
100 77 731
45 min 0 0* 0*
50 36 384
100 73 880
7 dni 0 0* 0*
5 1 110
10 4 225
25 8 518
50 27 675
100 62 1225
posusen 0 0* 0*
7 dni 5 1 119
10 0* 251
25 6 519
50 22 960
100 39 2099
14 dni 0 1 1
50 12 1182
100 26 1976
posusen 0 2 0*
14 dni 50 10 1332
100 18 2696

* pod mejo detekcije.

Slika 50: Nameéen neposusen (na levi) in nagea posusen (na desni) substrat okuZen z plesnijo -
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4.3

SPREMLJANJE pH VREDNOSTI

Slika 51: Plesniv substrat stisnjen v tableto @jeno za meritev XRF

S pH metrom smo izmerili pH atnih vodnih raztopin bakra in pH teln dobljenih po
biofiltraciji. pH vodovodne vode je znaSal 7,24, desktilirane vode, ki smo jo uporabili za
pripravo raztopin, pa 5,63. Destilirana voda jej lbadla kot navadna vodovodna voda,
zaradi raztopljenega ogljikovega dioksidac&ma raztopina s 50 ppm bakra je imela pH
5,03, raztopina z 100 ppm bakra pa 4,95.

Pri vseh koncentracijah in pri vseh substratihsikio jih uporabili za biofiltracijo, je bil
opazen padec vrednosti pH pri 5 minuthem namak@nglaljSanjentasa namakanja pa se
je visala tudi pH vrednost te&m pridobljenih z biofiltracijo (preglednica 18).

Preglednica 18: Vrednosti pH raztopine po biofiijia

|

Zacetna Povpré&na vrednost pH
koncentracija posusen posusen 14
Gliva Cu [ppm] 5min | 15min| 45min| 7dni 7 dni 14 dni dni
0 5,31 5,73 6,09 6,45 6,29
kontrola 50 4,96 4,96 5,08 5,62 5,76 5,99 5,78
100 4,69 4,71 4,78 5,16 5,52 571 55
0 5,59 4,61 6,13 4,37 6,5
ogljena kroglica 50 4,93 4,78 5,38 4,42 55 4,26 955
100 4,86 4,75 4,76 4,73 4,42 4,45 5,36
0 4,5 5,59 4,85 7,15 6,9
bela hiSna goba 50 4,07 4,17 4,0 4,16 4,5 6/35 41 6,
100 3,85 3,88 3,99 4,44 4,41 6,51 5,82
0 59 6,55 6,14 6,98 6,72
plesen 50 5,13 5,08 5,03 5,56 5,85% 6,45 6,44
100 4,64 4,7 4,9 5,05 6,03 6,0% 6,29
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5 SKLEPI

Kositer Ze pri zelo nizki koncentracijah omm ali popolnoma zavre rast pisane
ploskocevke Trametes versicolor), ogliene kroglice Klypoxylon fragiforme), bukovega
ostrigarja Pleurotus ostreatus), bele hiSne gobeAgtrodia vaillantii) ter navadne tramovke
(Gloeophyllum trabeum).

Koncentracije bakra v substratu na@& daljSanjemtasa biofiltracije in narg&anjem
koncentracije Cu v vodni raztopini.

Najvisjo koncentracijo bakra (2696 ppm) smo ddiv posuSenem substratu pretasem

s plesnijo, ki smo ga namakali 14 dni v vodni ramos 100 ppm CuNajnizjo vsebnost
Cu (34 ppm) smo dotili v posuSenem substratu prefa8em z belo hiSno gobo, ki smo
ga namakali 7 dni v vodni raztopini s 5 ppm bakra.

Substrat razkrojen z glivo rjave trohnobéntfodia vaillantii) se je pri nizkih
koncentracijah in krajSibasih namakanja obnesel slabSe kot vsi ostali satbstr

Substrat prer&e&n z ogljeno kroglicoHypoxylon fragiforme), predstavnico belo trohnobe,
je bil bolj aktiven kot substrat prexgeh z micelijem bele hiSne gobanfrodia vaillantii).

V tem substratu smo dalii viSje koncentracije Cu kot v substratu preéedem z belo
hiSno gobo.

PosuSen substrat se je na sploSno obnesel bisha@jgokot vlazen. Tako smo v suhem
substratu doldli bistveno ve& absorbiranega bakra kot v vlaznem substratu.

Plesniv substrat in kontrolni substrat sta absalbibistveno & bakra, kot substrat
preragen z micelijem ogliene krogliceHfpoxylon fragiforme) ter bele hiSne gobe
(Antrodia vaillantii).

Vrednost pH filtrata je najprej padla, nato pa jela@jSanjemcé¢asa namakanja zela
naragati. Kontne vrednosti so bile Se vedno v kislem objuo
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6 POVZETEK

Kljub Stevilnim varnostnim ukrepom, v industriji gosto prihaja do namernih in ne
slucajnih onesnazevanj. Okolje Se posebej ogrozajeetkakine. Tezke kovine, ki zaidejo
v vodni sistem, so strupene tako za vodne organizpogosto pa zmanjSajo tudi
ucinkovitost bioloSketistiine naprave. Bakrove in kositrove spojine sgp8sebej nevarne
za tedcistilne naprave. V diplomski nalogi smo raziskaloZnost, da bi kot biofilter ali

absorbent uporabili les, ki so ga prerasle lesive gl

Cilji diplomske naloge so bili dotati vpliv kositrovih spojin na rast izbranih gliv,
ugotoviti vpliv glivnega razkroja na absorpcijo bakih winkovin na delno razkrojen les,
ter spremljati vplivéasa namakanja in koncentracije bakroviimkiovin na absorpcijo le
teh v okuzeno in neokuzeno lesno maso.

Za preizkus tokgnosti kositra, ki smo ga izvedli s presejalnimaest smo uporabili glive
bele in rjave trohnobe. Predstavnice bele trohrembbile: pisana ploskocevkdrametes
versicolor), ogliena kroglica Klypoxylon fragiforme) ter bukov ostrigar Rleurotus
ostreatus). Predstavnici rjave trohnobe pa: bela hiSna déb& odia vaillantii) in navadna
tramovka Gloeophyllum trabeum).

Presejalnega testa za bakrove spojine nismo izyviegalje bil test Ze velikokrat izveden in
so bili razultati naveden v razfiih literaturah.

Kositer je ze pri zelo nizkih koncentracijah &éno ali popolnoma zavrl rast vseh gliv, na
katerih smo preizkus izvedli. Ker pa se kositerozgllabo topi v vodi, smo se odib
nadaljnje preizkuse nadaljevati z bakrom in bakroapojinami.

Za biofiltracijo smo uporabili substrat iz meSanibakovega in smrekovega lesa ter
pSenénih otrobov, ki smo ga inokulirali z ogljeno krogh (Hypoxylon fragiforme) ter belo
hiSno gobo Antrodia vaillantii). Uporabili pa smo tudi plesen, saj se je ena @zkuntrol
okuzila. Substrat smo nato prelili z r&pimi koncentracijami bakra (0, 5, 10, 25, 50 in
100 ppm), ter ga pustili namakati r&plo dolgo (5, 15 in 45 minut ter 7 in 14 dni). Pri 7
dnevnem in 14 dnevnem namakanju pa smo narediiku® Se z posusenim substratom.
Koli¢ino navzetega bakra v substratu ter preostanelkabakiodi pa smo nato izmerili s
poma:jo rentgenske fluoresceéne analize (XRF).

Po obdelavi rezultatov smo ovrgli prvo hipotezokatero smo ptiakovali, da bo les
razkrojen z glivami absorbiral viSje koncentradipkrovih &inkovin kot kontrolni, glivam
neizpostavljen les. Pri krajSifasih namakanja je bil kontrolni substrat precej doVzeten

za absorpcijo bakra, kot z glivami praefas substrat. Presenetil pa je substrat pteraz

glivami plesnivkami, ki se je po daljSem namakamkazal kot najbolj sinkovit. Najman;

ucinkovit pa je bil substrat, prer&n z belo hiSno gobd\(itrodia vaillantii).
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